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TRAITE DE COOPERATION EN MATIEhc DE BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



DPT 


Destinataire: 


NOTIFICATION D' ELECTION 

(rdgle61.2 du PCT) 


United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 


Date d'expedition (jour/mo is/a nnee) 

04mai 1999 (04.05.99) 


en sa qualite d' office elu 


Demande Internationale no 
PCT/FR98/01757 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
S91B1PCT 


Date du depot international (jour/mo is/a nnee) 
06 aout 1998 (06.08.98) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
12 aout 1997 (12.08.97) 


Deposant 




CALAS, Bernard etc 




1 . L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 




|"x| dans la demande d'examen preliminaire international presentee a Padministration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 


24 tevrier 1999 (24.02.99) 


| | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 


2. Selection [><] a ete faite 




| | n'a pas ete faite 




avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a ta regie 32.2b). 


Bureau international de POMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 


Fonctionnaire autorise 

Sean Taylor 


no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/331 Quillet 1992) 


2600723 



TRAITE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

S91B1PCT 


POUR SUITE v0 ' r ' a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas 6cheant t le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 98/01757 


Date du depot \r\lema\\ona\(jour/mois/annee) 

06/08/1998 


(Date de priorite (la plus anctenne) 
(jo ur/mois/annee) 

12/08/1997 


Deposant 

SYNT: EM (S.A.) et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration charged de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 



feuiHes. 



06 T^pport c!e recherche internationale comprend 

|~X~| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
tangue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | (a recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulgue'es dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

| | deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

pT| remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

[X] remis ulterieurement a ['administration, sous forme de"chiffrable par ordinateur. 

PC] La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

[X| La declaration, selon laquelle tes informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2. |^] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

3. Q II y a absence d'unite de ('invention (voir le cadre II). 

4. En ce qui concerne le titre, 

|~X~| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ te texte (reproduit dans te cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'exp£dition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



| | sugg£r£e par le deposant. Q Aucune des figures 

□ M J „ n'est a publier. 

parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I' invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



ATIONAL SEARCH REPORT 



.r national Application No 

PCT/FR 98/01757 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C07K7/08 A61K38/10 G01N33/68 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIE LOS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C07K A61K 601N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



QU, XIAO-DAN ET AL: "Protegrin structure 
and activity against Neisseria 
gonorrhoeae" 

INFECT. IMMUN. (1997), 65(2), 636-639 
CODEN: INFIBR;ISSN: 0019-9567,1997, 
XP002065780 

see page 638, left-hand column, paragraph 
2 - right-hand column, paragraph 1; table 
1 

-/— 



1-5,16 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhfottion or 
other means 

*P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the intern ationaJ filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken atone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



3 May 1999 



Date of mailing of the international search report 



11/05/1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5318 Patentlaan 2 
NL - 2260 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nf. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Fuhr, C 



Form PCT/lSA/210 (second shMn (July 1992) 
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ATIONAL SEARCH REPORT 



.^national Appticacton No 

PCT/FR 98/01757 



C.<Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation ot document, with indication, where appropnate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 
A 



MASUDA, MA SAO ET AL: "A novel anti-HIV 

synthetic peptide, T-22 ('Tyr5,12, 

Lys7!-po1yphemus1n II)" 

BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1992), 

189(2), 845-50 CODEN: BBRCA9;ISSN: 

0006-291X.1992, XP002065781 

See compound T10 in fig. 1 

see page 848, last paragraph - page 849, 

paragraph 2; figure 1 

TAMAMUR A , HIROKAZU ET AL: "Antimicrobial 
activity and conformation of tachyplesin I 
and Its analogs" 

CHEM. PHARM. BULL. (1993), 41(5), 978-80 
CODEN: CPBTAL;ISSN: 0009-2363,1993, 
XP002047195 

see page 978, right-hand column, paragraph 

2 - page 979, right-hand column, paragraph 
1; figure 1 

WO 97 18826 A ( INTRABI0TICS 
PHARMACEUTICALS I ;UNIV CALIFORNIA (US)) 
29 May 1997 
See compound PC-8 

see claims; example 12; table 17 

WO 94 18323 A (XOMA CORP) 18 August 1994 
see page 3, line 12 - page 4, line 26 

WO 90 04408 A (MAGAININ SCIENCES INC) 

3 May 1990 

see claims; examples 

W0 96 37508 A (UNJV CALIFORNIA LOS 
ANGELES) 28 November 1996 
see page 20, line 34 - page 22, line 41; 
claims 4,6,7,12 

see page 28, line 27 - page 30, line 15 

W0 95 16776 A (PIONEER HI BRED INT) 
22 June 1995 

voir SeqID No. 5, page 29 

see page 14, line 34 - page 16, line 21; 

claims; examples 



1,2,16 



1,2,16 



1-5,16 



1-6,16 
1-7,16 

1-5 



1-5 
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INTE^VTIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



/national Application No 

PCT/FR 98/01757 



Patent document 


Publication 




Patent family 




Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 




date 


WO 9718826 A 


29-05-1997 


AU 


1162997 


A 


11-06-1997 

X X W X J 3 1 






AU 


7739496 


A 


11-06-1997 

X X \S W X W ^ f 






CA 


2238429 


A 


29-05-1997 






CZ 


9801591 


A 


14-10-1998 






CZ 


9801592 


A 


16-12-1998 






EP 


0862448 


A 


09-09-1998 






EP 


0865292 


A 


23-09-1998 






NO 

1 ivy 


982310 


A 


V/ 1770 






NO 


982311 

J \J ^ *J X X 


A 


22-07-1998 






PL 


326924 


A 


U 7 XX 1770 






wo 


9718827 


A 


29-05-1 9Q7 

C -7 UJ J/ 




1 8-08-1 994 


UJ 


5420019 

J*TCUU X 7 


A 


JU UD 






AU 


693089 


R 


25-06— IQQft 

Cj UU IjjO 






AU 

fAU 


6170294 

U X / vtJt 


A 


79-0A-1QQ4 

t.7 UO 177H 






CN 


1120352 

X X i. V JJt 


A 


10-04-1 QQfi 

XU UH 






FP 


0689592 


A 


0^-01 -iqq6 

UJ UX IjjU 






FT 

r i 


QCUCQ 
7JJU30 


A 


07-OQ-lQQt: 

U/ U7 17JJ 






TP 

V/l 


8506586 


T 


16-0-7-1996 






NO 


953033 


A 


02-10-1995 






N7 


2fi22R4 


A 
r\ 


24-1 1-1 QQ7 

CH. 11 157/ 






IK 
u j 


5fi74814 


A 
fi 


07-1 0-1 QQ7 

U/ 1U 157/ 






IK 

UJ 


GQ27P.1 fi 


A 
H 


27—1 0—1 QQA 

4/ 1U 1770 






7A 


Q40070^ 

7HUU/ UJ 


A 


os— no— 1QQ4 

UO U7 1774 


uo oooaaoa a 


o^-o^-i QQO 


AT 


1U/ 1 / u 


T 
1 


1 R-07— 1QQ4 

13 U/ X77H 






All 


fi41 1 2Q 

UH X 1£7 


P 
D 


XV U7 177J 






AU 

nil 


4R0288Q 


A 
r\ 


1 4—05—1 QQO 

lH^Jj X77U 






PA 

vn 


2001 i ro 

C.UU X X JU 


A 
r\ 


21-04—1 QQO 
CX UH 177U 






PN 

UN 


1 04*^26^ 


A 


27—06—1 QQO 

CI UU 177U 






OF 

L/C 


U07 lUcUl 


u 


21-07-1QQ4 

C X, XI 1 1774 






OF 


U07 1ULU1 


T 
i 


22-0Q-1QQ4 

CC U7 177H 








71RQ1 


A 


21-06-1QQ1 

CI UU 1771 






EP 


0441832 


A 


21-08-1991 






IL 


92061 


A 


25-01-1994 






.IP 

v r 


4R02Q04 


T 

1 


28-05-1 QQ2 

CO VJ 1774 






PT 

r i 


Q2078 

7£U / O 


A 
r\ 


^0-04-1 QQO 

JU UH 177U 






US 

UJ 


5217956 

JL X / 7 JU 


A 


08-06-199^ 

UO UU 177J 






GR 


1000913 


B 


16-03-1993 




£.0 XX X ^ 7 V 


US 

U J 




A 


08-0Q-1QQ8 

UO U7 1770 






All 


5A74QQ6 

JO / H77U 


A 


1 1-1 2-IQQfi 

11 xC 1 77U 






CA 


2222475 


A 


2ft-1 1-1QQ6 

CO 11 1 77v 






EP 


0871654 


A 


21-10-1998 


WO 9516776 A 


22-06-1995 


US 


5580852 


A 


03-12-1996 






AU 


2287095 


A 


03-07-1995 






CA 


2179301 


A 


22-06-1995 






EP 


0734441 


A 


02-10-1996 





Form PCT/lSA/210 (patsnt (amry tnrtax) <Jury 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

PCT/FR 98/01757 



A. CLASSEMENT DE LOBJET DE LA DEMANDE /,„ 

CIB 6 C07K7/08 A61K38/10 G01N33/68 



Selon la classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR L ESQ U ELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consulted (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K A61K G01N 



Documentation consuitee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consuitee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



QU, XIAO-DAN ET AL: "Protegrin structure 
and activity against Neisseria 
gonorrhoeae" 

INFECT. IMMUN. (1997), 65(2), 636-639 
CODEN: INFIBR;ISSN: 0019-9567,1997, 
XP002065780 

voir page 638, colonne de gauche, alinea 2 
- colonne de droite, alinea 1; tableau 1 

MASUDA, MASAO ET AL: "A novel anti-HIV 

synthetic peptide, T-22 ('Tyr5,12, 

Lys7!-polyphemusin II)" 

BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1992), 

189(2), 845-50 CODEN: BBRCA9;ISSN: 

0006-291X,1992, XP002065781 

* voir compose T10 en fig. 1 * 

voir page 848, dernier alinea - page 849, 

alinea 2; figure 1 

-/~ 



1-5,16 



1,2,16 



|T] Voirla 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date de depdt international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



*T" document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document conside>e isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activity inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 



3 mai 1999 



Date d' expedition du present rapport de recherche intemationate 



11/05/1999 



Nom et adresse postale de I'ad ministration chargee de ta recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire auto rise 



Fuhr, C 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxi&me feuillo) (juitlet 1992) 
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RAPPORT OE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oemande Internationale No 

PCT/FR 98/01757 



C.<suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec,le cas echeant, l indlcationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 





TAMAMURA, HIROKAZU ET AL: "Antimicrobial 
activity and conformation of tachyplesin I 
and its analogs" 

CHEM. PHARM. BULL. (1993), 41(5), 978-80 
CODEN: CPBTAL;ISSN: 0009-2363,1993, 
XP002047195 

voir page 978, colonne de droite, alinea 2 
- page 979, colonne de droite, alinea 1; 
figure 1 

W0 97 18826 A ( INTRABIOTICS 

PHARMACEUTICALS I ;UNIV CALIFORNIA (US)) 

29 mai 1997 

* voir compose PC-8 * 

voir revendications; exemple 12; tableau 

17 

WO 94 18323 A (-X0MA CORP) 18 aout 1994 
voir page 3, ligne 12 - page 4, ligne 26 

WO 90 04408 A (MAGAININ SCIENCES INC) 
3 mai 1990 

voir revendications; exemples 

WO 96 37508 A (UNIV CALIFORNIA LOS 

ANGELES) 28 novembre 1996 

voir page 20, ligne 34 - page 22, ligne 

41; revendications 4,6,7,12 

voir page 28, ligne 27 - page 30, ligne 15 

WO 95 16776 A (PIONEER HI BRED INT) 
22 juin 1995 

voir SeqID No. 5, page 29 

voir page 14, ligne 34 - page 16, ligne 

21; revendications; exemples 



1,2,16 



1-5,16 



i -6 i.6 
1-7,16 

1-5 



1-5 



Formuiaira PCT/ISA/21 0 (siite de la deuxieme teutte) (jutttet 1992) 
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TRAITE DdfcbOPERATION EN MATIERlf^B BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
)98 (22.10.98) 




eference du dossier • 
S91B1PCT 



deposant ou du mandataire 



Destinataire: 



BREESE-MAJEROWICZ 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Demaq de intem gtianale no 
PCT/FR98/01757 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
06 aout 1998 (06.08.98) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant | X| I'inventeur le mandataire | | le representant commun 


Nom et adresse 

CHAVANIEU, Alain 
3, rue Saint-Denis 
F-34820 Assas 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique < 
| | la personne | | le nom | X| I'adresse [ 


:i-apres a et6 enregistre en ce qui concerne: 
| la nationality le domicile 


Nom et adresse 

CHAVANIEU, Alain 
680, ch. des bausquets 
F-34820 Assas 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations complementaires, ie cas ech6ant: 


4. Une copie de cette notification a et6 envoyee: 

X a I'office recepteur | | aux offices design6s concernes 
| X | a ('administration chargee de la recherche internationale | | aux offices elus concernes 
| J a I'administrati n chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 
34, ch min des Col mbettes 
1211 Genev 20, Suisse 



no de telecopieur (41 -22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise: 

Maria Kirchner 
no de telephone (41 -22) 338\8 




F rmulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



002298949 



TRAITE DE ^OPERATION EN MATIERE ^BREVETS 





Expediteur : le BUREAU INTERNATIONAL 


PCT 


Destinataire: 


NOTIFICATION RELATIVE 

A ■ A ODrCCMTATinM nil A 1 A TRANSMISSION 

DU DOCUMENT DE PRIORITE 
(instruction administrative 411 du PCT) 


BREESE-MAJEROWICZ 
3, avenue de TOpera 
F-75001 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
22 septembre 1998 (22.09.98) 






Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
S91B1PCT 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FR98/01757 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

06 aout 1998 (06.08.98) 


Date de publication internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore publiee 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
12 aout 1997(12.08.97) 


Deposant 




SYNT:EM (S.A.) etc 




1. La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondant S la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant. Sauf indication 
contraire consistant en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite, 
le document de priorite en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 

Fegle-V7.1:a) ou b). 

2. Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

3. Un asterisquef) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1. a) ou b). Dans ce cas, ('attention du 
deposant est appelee sur la regie 17.l.c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en I'espece. 

4. Les lettres "NR" figurant dans la colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
recu ou que le deposant n'a pas demande a I'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1 -a) ou b), respectivement. Dans ce cas, I'attention du deposant est appelee sur la regie 17.1.c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 


Datft de nriorite Demande de nriorite n* Pa VS. office reqLQ05J_QU Pate de reception tiu 

office receDteur selon le PCT document de Driorite 


12 aout 1997 (12.08.97) 97/10297 


FR . 21 sept 1998 (21.09.98) 


Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colomb ttes 
1211 G neve 20, Suisse 


Fonctionnaire autorise: 

Marie-Jose Devillard 


no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1998) 
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OPERATION EN MATIERE^t BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



WO 99/07728 
PCT/FR98/0175 



AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1. c), premiere phrase, du PCT) 



Destinataire: 

BREESE-MAJEROWICZ 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
18 fevrier 1999 (18.02.99) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
S91B1PCT 


AVIS IMPORTANT 


Demande internationale no 
PCT/FR98/01757 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
06 aout 1998 (06.08.98) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
12 aout 1997 (12.08.97) 


Deposant 

SYNT:EM (S.A.) etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit I'article 20. la demande internationale aux offices designes suivants* 

AU3R,CN,EP,IL,JP,KP,KR,US 

Conformement a la regie 47.1.c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut et le 
deposant n est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a I'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

AL,AM,AP,AT,AZ3A,BB,BG3YXA,CH^^ 

KE^G^KZ^LaLK^R^S^T^U^V^D^MG^K^MN^W^X^NO^Z^A^UP^RO^RU SD SE SG Si 
t SK,SL,TJ,TM f TR,TT,UA f UG f UZ,VN,YU,ZW ' ' ' ' 

La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande Internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale pubiiee par le Bureau international le 
18 fevrier 1999 (18.02.99) sous le numero WO 99/07728 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

f«!L d t P '° Sant S *° U ^ ai ! e [?t> or \ er I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'exa men preliminaire international doit etre presentee a 

I administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. uc ai uc . o inu.s d 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

M est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de chaqueoffice dls^gne ou^u 00 " 06 ' 06 Certa ' nS offices * accompiir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la pha< 
nationale, voir J annexe >du formula ire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volu 
du Guide du deposant du PCT. 
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me II 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de tefecopieur (41 -22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

J. Zahra 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/308 (juillet 1996) 



2473902 



TRAQE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS 



Expediteur: L* AD MINI STRATI O N CHARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

BREESE, Pierre 
BREESE - MAJEROWICZ 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRINGE 




PCT 

NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT ITFXAMFN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(rdgle71.1 du PCT) 




Date tf expedition 

(jour/mois/ann6e) U r, IU. 33 


R6f£rerice du dossier du dej>osant ou du mandataire 
S91B1PCT J 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationaJe/jo. 
PCT/FR98/0175?' 


Date du ddpot international (jour/mois/ann6e) 
06/08/1998 


Date de priority (jour/mois/ann$e) 
12/08/1997 


SYNT:EM (S.A.) et a!. 



1 . II est notify au deposant que r administration chargee de I'examen preliminaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande intemationale et te lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication k tous les offices elus. 



3. Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
Texclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le d6lai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
plus tard pour ce qui conceme certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoy 6 par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande intemationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'Stablir la 
traduction en question et de la remettre directement k chaque office elu interesse. 

Pour plus de precisions en ce qui conceme les dSlais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Nom et adresse postale de I'adminstration chargee de rexamen 


Fonctionnaire autorisd 




preliminaire international 




Office europeen des brevets 


Gallego, A 


(*) 


D-80298 Munich 






SsgJI Tdl. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 




Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel.+49 89 2399-8102 
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PATENT COOPERATION T_"_ATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
S91B1PCT 


A ______ See Notification of Transmittal of International 

FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PC T/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/FR98/01757 


06 August 1998 (06.08.98) 


12 August 1997(12.08,97) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07K 7/08 






Applicant 


SYNT:EM (S.A.) 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
' — ' been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IEI 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

24 February 1999 (24.02.99) 


Date of completion of this report 

07 October 1999 (07.10.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR98/01757 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.)'. 

[ | the international application as originally filed. 

[^| the description, pages 1-25 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-17 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig , 
sheets/fig 



1/5-5/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

1 1 the claims, Nos. 



1 I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 
PCT/FR 98/01757 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 




Novelty (N) Claims € 


- 1 7 YES 


Claims 


l-O NO 


Inventive step (IS) Claims 6 


_ 1 7 YES 


Claims 


1-5 NO 


Industrial applicability (IA) Claims 1 


-17 

x ' YES 


Claims 


NO 


2. Citations and explanations 




1. Reference is made to the following 


documents : 


Dl: QU, XIAO-DAN ET AL . : "Protegrin structure and 


activity against Neisseria gonorrhoeae"; 


INFECT. IMMUN. (1997), 65(2), 


636-639 CODEN: 


INFIBR; ISSN: 0019-9567, 1997, 




D2: MAS U DA, MASAO ET AL . : "A novel 


anti-HIV 


synthetic peptide, T-22 ([Tyr5,12, Lys7- 


polyphemusin II)"; BIOCHEM. BIOPHYS. RES. 


COMMUN. (1992), 189(2), 845-50 


CODEN: BBRCA9; 


ISSN: 0006-291X, 1992, 




D3: TAMAMURA, HIROKAZU ET AL . : "Antimicrobial 


activity and conformation of tachyplesin I and 


its. analogs" CHEM. PHARM. BULL 


. (1993), 41(5), 


978-80 CODEN: CPBTAL; ISSN: 0009-2363, 1993, 


D4: WO 97/18826 A ( INTRABIOTICS PHARMACEUTICALS I; 


UNIV CALIFORNIA (US)) 29 May 1997, 


D5: WO 94/18323 A (XOMA CORP), 18 August 1994, 


D6: WO 96/37508 A (UNIV CALIFORNIA 


LOS ANGELES) , 28 


November 1996, 





Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/01757 



D7: WO 95/16776 A (PIONEER HI BRED INT), 22 June 
1995, 

D8: WO 90/04408 A (MAG AN IN SCIENCES INC), 3 May 
1990, 

2. Dl discloses the peptide ,? PC-8" (see tables, page 
637, and page 638, left-hand column, penultimate 
paragraph, lines 1 and 2). PC-8 is a peptide derived 
from an antibiotic peptide, free of disulphide 
bonds, which corresponds to formula (I) of Claim 3. 
Its antibiotic potential was proved in Dl . For this 
reason the subject matter of Claims 1-5 is not novel 
(PCT Article 33(2)). 

3. D2 describes peptide T10 (see Figure 1) which is 
included in the subject matter of Claims 1 and 2. 
The subject matter of Claims 1 and 2 is therefore 
not novel (PCT Article 33(2)). 

4. D3 describes peptides 4-Ala-T-I and 4Cys (Acm) -T-I 
(see Figure 1) which are included in the subject 
matter of Claims 1 and 2. The subject matter of 
Claims 1 and 2 is therefore not novel (PCT Article 
33 (2) ) . 

5. D4 describes the antibiotic peptide PC-8 (see page 
75, Table 17, and line 29) which is incorporated in 
the subject matter of Claims 1-5. The subject matter 
of these claims is therefore not novel (PCT Article 
33(2) ) . 

5. D5 describes polypeptides (see, for example, 

sequence id. 1 and 2) which have antibiotic activity 
and which are, at the same time, described as being 
free of disulphide bonds (even if they do comprise 
Cys) . The subject of Claim 1 is therefore not novel 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 33 (2) ) . 



7 . 



D6 discloses peptides with antibiotic activity which 



are, at the same time, described as being free of 
disulphide bonds (even if they do comprise Cys . See, 
for example, page 18, line 8, to page 20, line 22) . 
The subject of Claim 1 is therefore not novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 

At the same time D6 describes peptides with 
antibiotic activity characterised in that all except 
one of the Cys residues are replaced by another 

-j-rrt-ir^^-s T« /--' -i V O "I /-) 1 1£S O / CQQ TO 3 rr.Q "1 Q IS "O O O ^ R J=J flH *3 P • 

ailtXilW LJ O JL J- \_*k_/_*_*_*>-A^ \ i^^ 1 - ^ \_ _i- , a A w w — ' ^ ' 

page 20, lines 4, 6, 13, 14 and 15). The subject 



matter of Claims 1 and 2 is therefore not novel (PCT 
Article 33(2)). 

D6 also describes peptides with antibiotic activity 
characterised in that all of the Cys radicals are 
replaced by another amino acid radical (see page 22, 
lines 33 to 37). The subject matter of Claims 1-5 is 
therefore not novel (PCT Article 33(2)). 

8. D7 describes peptides indicated by Sequence ID. 1-3, 
5-15 and 18-21 (see pages 28-36) which have 
antibiotic activity, characterised in that all of 
the Cys residues are replaced with another amino 
acid residue. The subject matter of Claims 1-5 is 
therefore not novel (PCT Article 33(2)). 

9. D8 describes peptides I to V (see pages 8 and 9) and 
(1) to (8) (see page 17) which are free of 
disulphide bonds and have antibiotic activity. The 
subject matter of Claims 1-5 is therefore not novel 
(PCT Article 33(2)). D8 describes that the 
amphipatic peptides forming pores in the membrane of 
pathogenic cells can be combined with toxic ions so 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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international application No. 
PCT/FR 98/01757 



as to increase the antibiotic activity of these 
peptides . 

10. The applicants found that linear tachyplesin and 

protegrin derivatives, in which the Cys are replaced 
by various natural amino acids, are non-toxic and 
have no lytic activity, but are able to cross mammal 
cell membranes at speed by a passive mechanism. They 
can thus be a vector system for active ingredients. 

Such an activity is not described in the prior art 
according to the International Search Report. For 



■ m n +■ +■ d >~ o> "F "l _ .V^ ,iS r-> v~ a o ^ r> +* 

■ i.Ll<_4. l~ l~ \_ O. \S -i- k_ A X W fw> J- \_» »_/ ^ X i. W 



application which is not yet disclosed in this prior 
art (see paragraphs 1-8) appears to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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Tternational application No. 
PCT/FR 98/01757 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1 
(a) (ii), the description does not outline the 
relevant prior art disclosed in documents D1-D6 and 
D8 and does not cite these documents. 
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TRAITfc DE COOPERATION EN MATItRE DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du ddposant ou du 

mandataire 

S91B1PCT 



Demande Internationale n° 
PCT/FR98/01757 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER prSliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Date du d6pot international (jour/moi$/ann$e) 
06/08/1998 



Date de priority (jour/mois/ann6e) 
12/08/1997 



Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C07K7/08 



Deposant 

SYNT:EM (S.A.) et al. 



1 Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructi ns 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 
Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande internationale 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

24/02/1999 


Date d'achevement du present rapport 

07. 10.99 


Nom et adresse postate de radministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^r- Office europeen des brevets 

Af\ D-80298 Munich 
z£y' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

G.Williere \\ */ 

N° de telephone +49 89 2399 8548 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demands international n° PCT/FR98/01757 



I. Bas du rapp rt 

1 Ce rapport a 6t6 redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
Voffice recepteur en reponse a une invitation faite conformement 3 I'article 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -25 version initiale 

Revendications, N°: 

1-17 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 version initiale 

2. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6X6 considerees 
comme allant au-dela de i'expose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-aprds 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



Fomiuiairo PCT/IPEA/409 (cadres 1-V1II, fouille 1) (Janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demands Internationale n° PCT/FR 98/01 757 



V. Declarati n m tiv ' s Ion ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activit ' inv ntiv et la p ssibilit 
^application industrielle; citations et explications a I'appui d c tt declarati n 

1. Declaration 



Possibility ^application industrielle Oui: Revendications 1-17 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuiile separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont 6te constatSes : 
voir feuiile separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuiile 2) Qanvier 1994) 



Nouveaute 



Oui : Revendications 6-17 
Non : Revendications 1 -5 



Activite inventive 



Oui : Revendications 6-17 
Non : Revendications 1 -5 



RAPPORT D'EXAMEN Demands international© n° PCT/FR98/01757 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point V 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : QU, XIAO-DAN ET AL: 'Protegrin structure and activity against Neisseria 

gonorrhoeae' INFECT. IMMUN. (1997), 65(2), 636-639 CODEN: 

INFIBR;ISSN: 0019-9567,1997, 
D2: MASUDA, MASAO ET AL: 'A novel anti-HIV synthetic peptide, T-22 

([Tyr5,12, Lys7]-polyphemusin II)' BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. 

(1992), 189(2), 845-50 CODEN: BBRCA9;ISSN: 0006-291 X, 1992, 
D3: TAMAMURA, HIROKAZU ET AL: 'Antimicrobial activity and conformation of 

tachyplesin I and its analogs' CHEM. PHARM. BULL. (1993), 41(5), 978-80 

CODEN: CPBTALJSSN: 0009-2363,1993, 
D4: WO 97 18826 A (INTRABIOTICS PHARMACEUTICALS I ;UNIV 

CALIFORNIA (US)) 29 mai 1997 
D5: WO 94 18323 A (XOMA CORP) 18 aout 1994 

D6: WO 96 37508 A (UNIV CALIFORNIA LOS ANGELES) 28 novembre 1996 
D7: WO 95 16776 A (PIONEER HI BRED INT) 22 juin 1995 
D8: WO 90 04408 A (MAGAININ SCIENCES INC) 3 mai 1990 



2. D1 divulgue ie peptide "PC-8" (voir page 637 tableaux et page 638, colonne de 
gauche, avant-dernier paragraphe, lignes 1 et 2). PC-8 est un peptide derive d'un 
peptide antibiotique depourvu de pont disulfure, correspondant a la formule (I) 
selon la revendication 3. Le potentiel antibiotique a ete verifie dans D1. C'est 
pourquoi I'objet des revendications 1-5 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT). 

3. D2 decrit le peptide T10 (voir figure 1) qui est compris dans I'objet des 
revendications 1 et 2. L'objet des revendications 1 et 2 n'est done pas nouveau 
(article 33(2) PCT). 

4. D3 decrit les peptides 4-Ala-T-l et 4Cys(Acm)-T-l (voir figure 1) qui sont compris 
dans I'objet des revendications 1 et 2. L'objet des revendications 1 et 2 n'est done 
pas nouveau (article 33(2) PCT). 



Formulairo PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 
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5. D4 decrit le peptide antibiotique PC-8 (voir page 75, tableau 17 et ligne 29) qui est 
compris dans Pobjet des revendications 1 a 5. L'objet de ces revendications n'est 
done pas nouveau (article 33(2) PCT). 

6. D5 decrit des polypeptides (voir p. ex. seq. id. 1 et 2) qui ont une activite 
antibiotique et qui en meme temps sont decrits d'etre depourvu de pont disulfure 
(meme si ils comprennent des Cys). L'objet de la revendication 1 n'est done pas 
nouveau (article 33(2) PCT). 

7. D6 divulgue des peptides ayant une activite antibiotique et qui en meme temps 
sont decrits d'etre depourvu de pont disulfure (meme si ils comprennent des Cys) 
(voir p.ex. page 18, ligne 8 a la page 20, ligne 22). L'objet de la revendication 1 
n'est done pas nouveau (article 33(2) PCT). 

En meme temps D6 decrits des peptides ayant une activite antibiotique 
caracterises en ce que tous les residues Cys, sauf un, sont remplaces par un 
autre residu d'acide amine (voir page 19, lignes 35 et 38, page 20, lignes 4, 6, 13, 
14 et 15). Uobjet des revendications 1 et 2 n'est done pas nouveau (article 33(2) 
PCT). 

D6 decrit aussi des peptides ayant une activite antibiotique caracterises en ce que 
tous les residues Cys sont remplaces par un autre residu d'acide amine (voir page 
22, lignes 33 a 37). L'objet des revendications 1 a 5 n'est done pas nouveau 
(article 33(2) PCT). 

8. D7 decrit les peptides ayant les seq. id. 1-3, 5 a 15 et 18 a 21 (voir pages 28 a 36) 
ayant une activite antibiotique caracterise en ce que tous les residues Cys sont 
remplaces par un autre residu d'acide amine. L'objet des revendications 1 a 5 
n'est done pas nouveau (article 33(2) PCT). 

9. D8 decrit les peptides I a V (voir pages 8 et 9) et (1) a(8) (voir page 17) depourvu 
de pont disulfure et ayant une activite antibiotique . L'objet des revendications 1 a 
5 n'est done pas nouveau (article 33(2) PCT). Autrement D8 decrit que les 
peptides amphipatiques formant des pores dans la membrane de cellules 
pathogenes peuvent etre combines avec des ions toxique a fin d'augmenter 
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# 



• 



RAPPORT D'EXAMEN 



Demande intemationale n° PCT/FR98/0 1 757 



PRELIM1NAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

Taction antibiotique de ces peptides. 

10. La demanderesse a trouve que les derives lineaires des protegrines et des 
tachyplesines dans lesquels les Cys sont remplaces par divers acides amines 
naturels sont non-toxiques et n'ont pas d'activite lytique, mais sont capables de 
traverser rapidement les membranes des cellules mammiferes par un mecanisme 
passif. lis peuvent ainsi constituer un systeme de vectorisation de substances 
actives. 

Une telle activite n'est pas decrit dans Tart anterieur selon le rapport de recherche 
intemationale. C'est pourquoi que I'objet de la presente demande qui n'est pas 
encore divulgue dans cet art anterieur (voir paragraphes 1 a 8) semble impliquer 
une activite inventive (article 33(3) PCT). 

Concernant le point VII 

1. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
Petat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 a D6 et 
D8 et ne cite pas ces documents. 
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TRAITE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BR 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTER 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




ONAL 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

S91B1PCT 



voir ta notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Demande internationale n° 
PCT/FR98/01757 



Date du depot international (jour/moi$/ann6e) 
06/08/1998 



Date de priori te (jour/mois/annfe) 
12/08/1997 



Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C07K7/08 



Deposant 

SYNT:EM (S.A.) et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminair 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupr* s de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

24/02/1999 



Date d'achevement du present rapport 

0 7. 10. 99 



Norn et adresse postals de ['administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
All] D-80298 Munich 

t$|. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
G. Willier 

N° de telephone +49 89 2399 8548 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR98/01757 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initiaiement deposees" etne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -25 version initiale 

Revendications, N°: 

1-17 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a 6te formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu f il a et6 depose, comme il est indique ci-aprds 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. D daration motiv ' selon l article 35(2) quant a la nouv aute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatdes : 
voir feuille separee 



Nouveaut6 



Oui : Revendications 6-17 
Non : Revendications 1 -5 



Activite inventive 



Oui: Revendications 6-17 
Non: Revendications 1-5 



Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-17 

Non : Revendications 
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Concernant le point V 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: QU, XIAO-DAN ET AL: 'Protegrin structure and activity against Neisseria 

gonorrhoeae' INFECT. IMMUN. (1997), 65(2), 636-639 CODEN: 

INFIBR;ISSN: 0019-9567,1997, 
D2: MASUDA, MASAO ET AL: 'A novel anti-HIV synthetic peptide, T-22 

([Tyr5,12, Lys7]-polyphemusin II)' BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. 

(1992), 189(2), 845-50 CODEN: BBRCA9;ISSN: 0006-29 1X, 1992, 
D3: TAMAMURA, HIRQKAZU ET AL: 'Antimicrobial activity and conformation of 

tachyplesin I and its analogs' CHEM. PHARM. BULL. (1993), 41(5), 978-80 

CODEN: CPBTAL;ISSN: 0009-2363,1993, 
D4: WO 97 18826 A (INTRABIOTICS PHARMACEUTICALS I ;UNIV 

CALIFORNIA (US)) 29 mai 1997 
D5: WO 94 18323 A (XOMA CORP) 18 aout 1994 

D6: WO 96 37508 A (UNIV CALIFORNIA LOS ANGELES) 28 novembre 1996 
D7: WO 95 16776 A (PIONEER HI BRED INT) 22 juin 1995 
D8: WO 90 04408 A (MAGAININ SCIENCES INC) 3 mai 1990 



2. D1 divulgue le peptide "PC-8" (voir page 637 tableaux et page 638, colonne de 
gauche, avant-dernier paragraphe, lignes 1 et 2). PC-8 est un peptide derive d'un 
peptide antibiotique depourvu de pont disulfure, correspondant a la formule (I) 
selon la revendication 3. Le potentiel antibiotique a ete verifie dans D1. C'est 
pourquoi I'objet des revendications 1-5 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT). 

3. D2 decrit le peptide T10 (voir figure 1) qui est compris dans I'objet des 
revendications 1 et 2. L'objet des revendications 1 et 2 n'est done pas nouveau 
(article 33(2) PCT). 

4. D3 decrit les peptides 4-Ala-T-l et 4Cys(Acm)-T-l (voir figure 1 ) qui sont compris 
dans I'objet des revendications 1 et 2. L'objet des revendications 1 et 2 n'est done 
pas nouveau (article 33(2) PCT). 
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5. D4 decrit le peptide antibiotique PC-8 (voir page 75, tableau 17 et ligne 29) qui est 
compris dans I'objet des revendications 1 a 5. L'objet de ces revendications n'est 
done pas nouveau (article 33(2) PCT). 

6. D5 decrit des polypeptides (voir p. ex. seq. id. 1 et 2) qui ont une activite 
antibiotique et qui en meme temps sont decrits d'etre depourvu de pont disulfure 
(meme si ils comprennent des Cys). L'objet de la revendication 1 n'est done pas 
nouveau (article 33(2) PCT). 

7. D6 divulgue des peptides ayant une activite antibiotique et qui en meme temps 
sont deerits d'etre depourvu de pont disulfure (meme si ils comprennent des Cys) 
(voir p.ex. page 18, ligne 8 a la page 20, ligne 22). L'objet de la revendication 1 
n'est done pas nouveau (article 33(2) PCT). 

En meme temps D6 decrits des peptides ayant une activite antibiotique 
caracterises en ce que tous les residues Cys, sauf un, sont remplaces par un 
autre residu d'acide amine (voir page 19, lignes 35 et 38, page 20, lignes 4, 6, 13, 
14 et 15). L'objet des revendications 1 et 2 n'est done pas nouveau (article 33(2) 
PCT). 

D6 decrit aussi des peptides ayant une activite antibiotique caracterises en ce que 
tous les residues Cys sont remplaces par un autre residu d'acide amine (voir page 
22, lignes 33 a 37). L'objet des revendications 1 a 5 n'est done pas nouveau 
(article 33(2) PCT). 

8. D7 decrit les peptides ayant les seq. id. 1-3, 5 a 15 et 18 a 21 (voir pages 28 a 36) 
ayant une activite antibiotique caracterise en ce que tous les residues Cys sont 
remplaces par un autre residu. d'acide amine. L'objet des revendications 1 a 5 
n'est done pas nouveau (article 33(2) PCT). 

9. D8 decrit les peptides I a V (voir pages 8 et 9) et (1 ) a(8) (voir page 17) depourvu 
de pont disulfure et ayant une activite antibiotique . L'objet des revendications 1 a 
5 n'est done pas nouveau (article 33(2) PCT). Autrement D8 decrit que les 
peptides amphipatiques formant des pores dans la membrane de cellules 
pathogenes peuvent etre combines avec des ions toxique a fin d'augmenter 
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Taction antibiotique de ces peptides. 

10. La demanderesse a trouve que les derives lineaires des protegrines et des 
tachyplesines dans lesquels les Cys sont remplaces par divers acides amines 
naturels sont non-toxiques et n'ont pas d'activite lytique, mais sont capables de 
traverser rapidement les membranes des cellules mammiferes par un mecanisme 
passif. lis peuvent ainsi constituer un systeme de vectorisation de substances 
actives. 

Une telle activite n'est pas decrit dans I'art anterieur selon le rapport de recherche 
intemationale. C'est pourquoi que Tobjet de la presente demande qui n'est pas 
encore divulgue dans cet art anterieur (voir paragraphes 1 a 8) semble impliquer 
une activite inventive (article 33(3) PCT). 

Concernant le point VII 

1. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 a D6 et 
D8 et ne cite pas ces documents. 
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"Expertise in Patent Translation " 

258 Harvard Street • Suite 305 • Brookline • MA 02446 • Tel: 617.731.6920 or 800.798.9673 • Fax: 800.728.9^73 



CERTIFICATION OF VALIDATION 

DECLARATION 



I, Ariane Duffy, French Translator of Crimson Language Services Inc., do hereby declare that I am conversant 
with the French and English languages and am a competent translator thereof. I declare further that to the best of my 
knowledge and belief, the attached document, having been translated from French into English, is a true and correct 
translation validated by me. 

I hereby declare that all statements made herein of my own knowledge are true and that all statements made on 
information and belief are believed to be true. 



Signed this fo^ day of February, 2000 




CRIMSOD 




Mintz, Levin et al. Ref. No: 19904-009; BREESE-9 
Breese Majerowicz Ref. No: S091B IPCT/US 

Published 

With the international research report. 

Before expiration of the deadline for claim modification, shall be republished if such modifications are 
received. 



1 



t 



Mintz, Levin et al. Ref. No: 19904-009; BREESE-9 
Breese Majerowicz Ref. No: S091B1PCT/US 



[OCT. 29 1998] 



PATENT COOPERATION TREATY 



Sender: INTERNATIONAL OFFICE 
PCT Addressee: BREESE-MAJEROWICZ 

3, avenue de FOpera 
F-75001 Paris 
FRANCE 

NOTICE OF THE REGISTRATION OF A CHANGE 

(PCT regulation 92bis. 1 and administrative instruction 422) 

Mailing date (day/month/year) 
October 22, 1998(10/22/98) 



Reference of applicant or agent file 



IMPORTANT NOTICE 



International application no. International filing date (day/mo nth/year) 

PCT/FR98/01757 August 6, 1998 (08/06/98) 

1. The following information was recorded concerning the 
X applicant X_ inventor agent 



Name and address: 
Chavanieu, Alain 
3, rue Saint-Denis 
F-34820 Assas 
FRANCE 



Nationality (name of nation) 
FR 

Telephone number 
Facsimile number 
Teleprinter number 



common representative 

Place of residence (name of nation) 
FR 



2. The international office notifies the applicant that the change indicated below was recorded concerning the: 
person name X address nationality place of residence 



Name and address: 
Chavanieu, Alain 
680, ch. des bausquets 
F-34820 Assas 
FRANCE 



Nationality (name of nation) 
FR 

Telephone number 
Facsimile number 
Teleprinter number 



Place of residence (name of nation) 
FR 



3. Additional observations, if applicable: 

4. A copy of this notice was sent: 
X to the receiving office 

X to the administration in charge of international research 



to the administration in charge of the international preliminary examination 

OMPI International Office Authorized public official 
34, chemin des Colombettes Maria Kirchner 

1211 Geneva 20, Switzerland [sig.] 

Facsimile no.: (41-22) 740.14.35 Telephone no. (41-22) 338.83.38 



to the designated offices concerned 

to the elected offices concerned 

other addressee 
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PATENT COOPERATION TREATY 

Sender: INTERNATIONAL OFFICE 
PCT Addressee: BREESE-MAJEROWICZ 

3, avenue de F Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 

NOTICE RELATIVE 

TO THE PRESENTATION OR TRANSMISSION 
OF PRIORITY DOCUMENT 

(PCT administrative instruction 411) 

Mailing date (day/month/year) 
September 22, 1998 (09/22/98) 

Reference of applicant or agent file 

S91BI PCT IMPORTANT NOTICE 

International application no. International filing date (day/month/year) 

PCT/FR98/01757 August 6, 1998 (08/06/98) 

International publication date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 
Not yet published August 12, 1997 (08/12/97) 

Applicant: 

SYNTEM (S.A.) etc. 

1. The applicant is notified by the International Office of the date of receipt (unless the letters "NR" appear in the right column) 
of the priority document(s) corresponding to the application(s) listed below. Excluding an indication to the contrary consisting of 
an asterisk appearing next to the date of receipt, or the letters "NR", in the right column, the priority document in question was 
given or sent to the International office in compliance with regulation 17.1.a) or b). 

2. This form updates and replaces all notification relative to the presentation or transmission of the priority document previously 
sent. 

3. An asterisk (*) appearing beside a date of receipt in the right column indicates a priority document given or sent to the 
International office, but not in compliance with regulation 17. 1. a) or b). In this case, the applicant is advised of regulation 17.1.c) 
according to which no designated office can decide not to take the priority claim into account without having permitted the 
applicant to submit the priority document within a reasonable period of time in this case. 

4. The letters "NR" appearing in the right column indicate a priority document that the International office has not received or 
one that the applicant has not requested the receiving office to prepare and transmit to the International office, in compliance 
with regulation 17.1. a) or b), respectively. In this case, the applicant is advised of regulation 17.1.c) according to which no 
designated office can decide not to take the priority claim into account without having permitted the applicant to submit the 
priority document within a reasonable period of time in this case. 

Priority date Priority application Country, regional office or Priority document 

receiving office according to PCT date of receipt 
August 12, 1997 (08.12.97) 97/10297 FR Sept. 21, 1998 (09/21/98) 

OMPI International Office Authorized public official 

34, chemin des Colombettes Marie-Jose* Devillard 

121 1 Geneva 20, Switzerland [sig.] 

Facsimile no.: (41-22) 740.14.35 Telephone no. (41-22) 338.83.38 
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PATENT COOPERATION TREATY 

Sender: INTERNATIONAL OFFICE 
PCT Addressee: BREESE-MAJEROWICZ 

3, avenue de l'Op^ra 
F-75001 Paris 
FRANCE 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE TRANSMISSION OF THE 
INTERNATIONAL APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT regulation 47. 1 x), first phase) 

Mailing date (day/month/year) 
February 18, 1999 (02/18/99) 

Reference of applicant or agent file 

S9 1 B 1 PCT IMPORTANT NOTICE 

International application no. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 
PCT/FR98/01757 August 6, 1998 (08/06/98) August 12, 1997 (08/12/97) 

Applicant: 

SYNT:EM (S.A.) etc. 

1 . The present document indicates that on the date indicated above as the mailing date of this notice, the International office sent the international 
application, in accordance with article 20, to the following designated offices: 

AU, BR, CN, EP, IL, JP, KP, KR, US 

In accordance with the third sentence of regulation 47. 1 .c), these offices accept the present notice as determining proof of the fact that 
communication of the international application did indeed take place on the mailing date indicated above, and that the applicant is not required to 
submit a copy of the international application to the designated office(s). 

2. The following designated offices waived the requirement according to which this communication must occur on this date: 

AU AM, AP, AT, AZ, BA, BB, BG, BY, CA, CH, CU, CZ, DE, DK, EA, EE, ES, FI, GB, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IS, KE, KG, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, OA, PL ,PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, UZ, 
VN, YU, ZW 

The communication shall occur only upon the request of these offices. In addition, the applicant is not required to submit a copy of the international 
application to the offices in question (regulation 49.1)a-bis)). 

3. The present notice is accompanied by a copy of the international application published by the International office on February 18. 1999 
(02/18/99) under no. WO 99/07728. 

NOTICE CONCERNING CHAPTER II (article 31.2)a) and regulation 54.2) 

If the applicant wishes to postpone the opening of the national phase until 30 months (or more for certain offices) commencing upon the date of 
priority, the demand for international preliminary examination must be presented to the competent administration in charge of the international 
preliminary examination before the end of a period of 19 months commencing upon the date of priority. 

It is the sole responsibility of the applicant to adhere to the deadline of 19 months. 

It should be noted that only an applicant who is from a contracting nation of the PCT bound by chapter II or whose place of residence is there can 
present a demand for international preliminary examination. 

NOTICE CONCERNING OPENING OF THE NATIONAL PHASE (article 22 or 39.1) 

If the applicant desires that the international application proceed to the national phase, he must perform the acts mentioned in these provisions for 
each designated or elected office within a period of 20 months or 30 months, or more for certain offices. 

For other important information concerning the deadlines and acts to be completed for the opening of the national phase, see the appendix to form 
PCT/IB/301 (Notice of receipt of the original copy) and volume II of the PCT Applicant's Guide. 
OMPI International Office Authorized public official 

34, chemin des Colombettes J. Zahra 

1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile no.: (41-22) 740.14.35 Telephone no. (41-22) 338.83.38 
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PATENT COOPERATION TREATY 

Sender: ADMINISTRATION IN CHARGE OF 

THE INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION 

Addressee: 

Breese, Pierre PCT 
Breese-Majerowicz 

3. avenue de rOp£ra NOTIFICATION OF TRANSMISSION OF 

F-75001 Paris INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION 

FRANCE REPORT 

(PCT Regulation 71.1) 

Mailing date (day/month/year) 10/07/99 

Reference of applicant or agent file 

S91B1 PCT IMPORTANT NOTICE 

International application no. International filing date (day/month/year) Date of priority (day/month/year) 

PCT/FR98/01757 (08/06/98) 08/12/1997 

Applicant: 

SYNT:EM (S.A.) et al. 

1. The applicant is hereby notified that the administration in charge of the preliminary international examination drafted the 
preliminary international examination report for the international application and transmits it to him enclosed, accompanied, if 
applicable, by these appendices. 

2. A copy of the present report and these appendices, if applicable, will be sent to the International office to be distributed to all 
the elected offices. 

3. If required by one or another of the elected offices, the International office will have the report translated into English 
(excluding its appendices) and will send it to the offices concerned. 

4 REMINDER 

To begin the national phase with each elected office, the applicant must perform certain acts (deposit of a translation and 
payment of national taxes) within a period of 30 months starting from the date of priority (or later for certain offices) (article 
39. 1) (see also the reminder sent by the International office in form PCT/IB/301). 

When a translation of the international application must be sent to an elected office, it must include the translation of all 
appendices of the preliminary international examination report. It is the responsibility of the applicant to provide the translation 
in question and have it sent directly to each elected office concerned. 

For more information concerning the applicable deadlines and requirements of elected offices, see Volume II of the PCT 
applicant guide. 

Name and mailing address of the administration in charge of the Authorized public official 

preliminary international examination 

European Patent Office Gallego, A [Seal] 

D-80298 Munich 

Tel: +49 89 2399 - 0 Telex: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 Tel: +49 89 2399-8102 
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PATENT COOPERATION TREATY 
PCT 

PRELIMINARY INTERNATIONAL EXAMINATION REPORT 
(PCT article 36 and regulation 70) 

Reference of applicant or agent file 

S9 1 B 1 PCT FOR FOLLOW-UP see notice of transmission of the preliminary 

international examination report (form PCT/IPEA/416) 

International application no. International filing date (day/month/year) Date of priority (day/month/year) 

PCT/FR98/0 1757 08/06/ 1 998 08/ 1 2/ 1 997 

International patent classification (CIB) or national and CIB classification 
CO7K7/08 

Applicant: 

SYNT:EM (S.A.) et al. 

1. The present preliminary international examination report drafted by the administration in charge of the preliminary 
international examination is sent to the applicant in compliance with article 36. 

2. This REPORT is comprised of 6 sheets, including the present cover sheet. 

It is accompanied by APPENDICES, or sheets of description, claims or drawings which were modified and serve as the 

basis for the present report or sheets containing rectifications made with the administration in charge of the preliminary 
international examination (see regulation 70.16 and instruction 607 of the PCT administrative instructions). 

These appendices include pages. 

3. The present report contains indications relative to the following points: 

I X_ Basis of the report 

II Priority 

III Absence of formulation of opinion relative to novelty, inventive activity and possibility of industrial application. 

IV Lack of unity of the invention 

V X_ Declaration justified according to article 35(2) relative to the novelty, inventive activity and possibility for industrial 

application; citations and explanations supporting this statement 

VI Certain cited documents 

VII X_ Irregularities in the international application 

VIII Observations relative to the international application 

Date of presentation of the demand for preliminary international examination Date of completion of the present report 

02/24/1999 10/07/99 

Name and mailing address of the administration in charge of the Authorized public official 

preliminary international examination: 
European Patent Office 

D-80298 Munich G. Williere 

Tel: +49 89 2399 - 0 Telex: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 Tel: +49 89 2399-8548 
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Mintz, Levin et al. Ref. No: 19904-009; BREESE-9 
Breese Majerowicz Ref. No: S091B1PCT/US 

PRELIMINARY INTERNATIONAL 

EXAMINATION REPORT International application no. PCT/FR98/01757 

L Basis of report 

1 . This report was drafted based upon the following elements (replacement sheets which were given to the 
receiving office in response to an invitation made in compliance with article 14 are considered, in the 
present report, as "initially deposited" and are not attached as an appendix to the report since they do not 
contain any modifications): 

Description, pages: 

1-25 initial version 

Claims, no. : 

1-17 initial version 

Drawings, pages: 

1/5-5/5 initial version 

2. The modifications led to cancellation of the: 

description , pages : 

claims, nos.: 

drawings, sheets: 

3. The present report was drafted without regard to (certain) modifications, which were considered as 

going beyond disclosure of the invention as deposited, as indicated below (regulation 70.2(c)): 

4. Additional observations, if applicable: 
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Mintz, Levin et al. Ref. No: 19904-009; BREESE-9 
Breese Majerowicz Ref. No: S091B1PCTAJS 

PRELIMINARY INTERNATIONAL 
EXAMINATION REPORT 



International application no. PCT/FR98/01757 



V. Declaration justified in accordance with article 35(2) relative to the novelty, inventive activity 
and possibility for industrial application; citations and explanations supporting this declaration 

1. Declaration 
Novelty 

Inventive activity 

Possibility for industrial application 

No: Claims 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 

VII. Irregularities in the international application 

The following irregularities concerning the form or content of the international application were noted: 
see separate sheet 



Yes: 


Claims 6-17 


No: 


Claims 1-5 


Yes: 


Claims 6-17 


No: 


Claims 1-5 


Yes: 


Claims 1-17 
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Mintz, Levin et al. Ref. No: 19904-009; BREESE-9 
Breese Majerowicz Ref. No: S091B1PCT/US 

PRELIMINARY INTERNATIONAL International application no. PCT/FR98/01757 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 

Concerning Point V 

1 . Reference is made to the following documents: 

Dl : Qu, Xiao-Dan et al: "Protegrin structure and activity against Neisseria gonorrhoea" 

INFECT. IMMUN. (1997), 65(2), 636-639 CODES: INFIBR;ISSN: 0019-9567, 1997, 
D2: Masuda, Masao et al: "A novel anti-HTV synthetic peptide, T-22 ([Tyr5, 12, Lys7]- 

polyphemusin II)" BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1992), 189(2), 845-50 

CODES: BBRCA9; ISSN: 0006-291X, 1992, 
D3: Tamamura, Hirokazu et al: "Antimicrobial activity and conformation of tachyplesin I and 

its analogs" CHEM. PHARM. BULL. (1993), 41(5), 978-80 CODES: CPBTAL; ISSN: 

0009-2363, 1993, 

D4: WO 97 18826 A (INTRABIOTICS PHARMACEUTICALS I; UNIV CALIFORNIA 

(US) May 29, 1997 
D5: WO 94 1 8323 A (XOMA CORP) August 18, 1994 

D6: WO 96 37508 A (UNIV CALIFORNIA LOS ANGELES) November 28, 1996 
D7 : WO 95 1 6776 A (PIONEER HI BRED INT) June 22, 1 995 
D8: WO 90 04408 A (MAGAININ SCIENCES INC) May 3, 1990 

2. Dl discloses the "PC-8" peptide (see tables page 637 and 638, left column, next-to-last paragraph, 
lines 1 and 2). PC-8 is a peptide derived from an antibiotic peptide devoid of a sulphide bond, 
corresponding to the formula (I) according to claim 3. Its antibiotic potential was verified in Dl. The 
subject of claims 1-5 is therefore not new (article 33(2) PCT). 

3. D2 describes the T10 peptide (see figure 1) which is included in the subject of claims 1 and 2. The 
subject of claims 1 and 2 is therefore not new (article 33(2) PCT). 

4. D3 describes the 4-Ala-T-I and 4Cys (Acm)-T-I peptides (see figure 1) which are included in the 
subject of claims 1 and 2. The subject of claims 1 and 2 is therefore not new (article 33(2) PCT). 
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Mintz, Levin et al. Ref. No: 19904-009; BREESE-9 
Breese Majerowicz Ref. No: S091B1PCT/US 

PRELIMINARY INTERNATIONAL International application no. PCT/FR98/01757 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 

5. D4 describes the PC-8 antibiotic peptide (see page 75, table 17 and line 29) which is included in the 
subject of claims 1-5. The subject of these claims is therefore not new (article 33(2) PCT). 

6. D5 describes polypeptides (see for ex. seq. id. 1 and 2) which have antibiotic activity and which are 
also described as being devoid of a sulphide bond (even though they contain Cys). The subject of claim 1 
is therefore not new (article 33(2) PCT). 

7. D6 discloses peptides with antibiotic activity and which are also described as being devoid of a 
sulphide bond (even though they contain Cys) (see for ex. page 18, line 8 on page 20, line 22). The subject 
of claim 1 is therefore not new (article 33(2) PCT). 

At the same time, D6 describes peptides with antibiotic activity characterized by the fact that all the Cys 
radicals except one are replaced by another amino acid radical (see page 19, lines 35 and 38, page 20, lines 
4, 6, 13, 14 and 15). The subject of claims 1 and 2 is therefore not new (article 33(2) PCT). 

D6 also describes peptides with antibiotic activity characterized by the fact that all the Cys radicals are 
replaced by another amino acid radical (see page 22, lines 33 to 37). The subject of claims 1 to 5 is 
therefore not new (article 33(2) PCT). 

8. D7 describes peptides with id. seq. 1-3, 5 to 15 and 18 to 21 (see pages 28 to 36) with antibiotic 
activity characterized by the fact that all the Cys radicals are replaced by another amino acid radical. The 
subject of claims 1 to 5 is therefore not new (article 33(2) PCT). 

9. D8 describes peptides I to V (see pages 8 and 9) and (1) to (8) (see page 17) devoid of a sulphide bond 
and having antibiotic activity. The subject of claims 1 to 5 is therefore not new (article 33(2) PCT). 
Otherwise D8 describes that the amphipatic peptides forming pores in the membrane of pathogenic cells 
may be combined with toxic ions in order to increase the antibiotic action of these peptides. 
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PRELIMINARY INTERNATIONAL International application no. PCT/FR98/01757 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 

10. The plaintiff found that the linear derivatives of protegrin and tachyplesin in which the Cys are 
replaced by various natural amino acids are non-toxic and do not have lytic activity, but are capable of 
rapidly crossing mammalian cell membranes through a passive mechanism. They can thereby constitute a 
vectoring system for active substances. 

Such activity is not described in the previous method according to the international research report. It is for 
this reason that the subject of the present application which has not yet been disclosed in the previous 
method (see paragraphs 1 to 8) seems to imply inventive activity (article 33(3) PCT). 

Concerning point VII 

1. Contrary to what is required by regulation 5.1 a) ii) PCT, the description does not indicate the 
state of the previous pertinent technique disclosed in documents D 1 to D6 and D8 and does 
not cite these documents. 
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^ x mBummim n feb a 

PEPTIDES LINEAIRES DERIVES DE PEPTIDES 
ANTIBIOTIQUES , LEUR PREPARATION ET LEUR UTILISATION POUR 
VECTORISER DES SUBSTANCES ACTIVES. 



La presente invention concerne des peptides 
lineaires derives de peptides ant ibiotiques et leur 
utilisation pour vectoriser des substances actives. Plus 
particulierement 1 ' invention a pour objet de nouveaux 
composes formes d'un derive lineaire d'un peptide 
antibiotique lie a au moins une substance active, ainsi 
que la preparation de ces composes et les compositions 
les contenant . 

A cote de leur systeme immunitaire 
responsable de mecanismes specifiques de defense centre 
les agents infectieux, les vertebres possedent de 
nornbreux peptides a activite antimicrobienne (Nicolas, 
P. et al., 1995, Annual Rev. Microbiol. 49, 277-304). 
Ces peptides sont seulement presents chez les 
invertebres a courte duree de vie et a taux de 
renouvellement eleve, chez lesquels un systeme 
immunitaire a memoire, long a s'etablir et a developper 
une reponse appropriee, serait inadapte. 

Les peptides antimicrobiens des vertebres, 
quelque soit leur origine, vertebres inferieurs ou 
superieurs, tissus myeloldes ou non myeloldes, possedent 
un certain nombre de proprietes communes : 

- Une forte basicite due a la presence de 
nombreuses arginines et lysines. 

La capacite de former des structures 
amphipatiques . On entend par structure amphipatique des 
structures dans lesquelles les residus hydrophobes sont 
spatialement separes des residus hydrophiles . 

- Un tres large spectre d' activite. lis sont 
capables de detruire rapidement des bacteries (Gram+ et 
Gram-), des champignons, quelques protozoaires , des 
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virus a membrane et meme certaines lignees de cellules 
cancereuses . 

Selon leur structure, les peptides 
antibiotiques peuvent etre classes en trois grandes 
families : 

- Les peptides antibiotiques a helices a 
amphipatiques : cecropines et maganines (Maloy, W. L. et 
al., 1995, BioPolymer 37, 105-122). 

- Les peptides antibiotiques a feuillets p 

reunis par des ponts disulfures : defensines (Lehrer, R, 
I. et al., 1991, Cell 64:229-230 ; Lehrer, R. I. et al., 
1993, Ann. Rev. Immunol. 11:105-128), protegrines 
(Kokryakov, V. N. et al . , 1993, FEBS 337:231-236), 
tachyplesines (Nakamura, T. et al., 1988, J. Biol. Chem. 
263:16709-16713 ; Miyata, T et al . , 1989, J. Biochem. 
106:663-668) . 

- les peptides antibiotiques a chaines 
des true turees contenant de nombreux coudes lies a la 
presence de multiples prolines : bactenecines et PR3 9 
(Frank, R. W. et al . , 1991, Eur. J. Biochem. 202, 849- 
854) . 

Malgre la diversite de leurs sequences, la 
plupart des peptides antibiotiques agissent par lyse 
directe de la membrane des cellules pathogenes . Leur 
nature basique facilite leur interaction avec les 
phospholipides charges negativement , et leur caractere 
amphipatique leur permet ensuite de s'incorporer dans la 
membrane ou ils s ' agregent pour former des pores par 
lesquels la cellule perd sa substance. 11 est 
generalement admis que leur selectivity pref erentielle 
pour les cellules procaryotes , est due a la composition 
particuliere de leurs membranes qui contiennent 
davantage de phospholipides anioniques que celles 
d ■ eucaryotes . De plus, les membranes plasmiques de 
cellules de mammiferes contiennent toutes du 
cholesterol, dont le r61e est d'en moduler la fluidite 
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et qui pourrait gener 1 ' incorporation des peptides 
antibiotiques . Toutefois, la specif icite de ces derniers 
pour les microorganismes est faible si bien qu'ils 
presentent une forte cytotoxicity ce qui en limite 
1 'utilisation- 
La presence de peptides antibiotiques chez 
les vertebres et plus particulierement chez les 
mammif eres souleve de nombreuses questions. Les 
immunologistes supposent que les composes a activite 
antimicrobienne non-specif ique que 1 1 on rencontre au 
niveau des invertebres constituent un moyen ancestral de 
defense qui a ensuite evolue pour conduire aux systemes 
a memoire beaucoup plus complexes . Quel est done 
1 ' interet pour les mammif eres, par exemple, d' avoir 
conserve certains peptides a activite antibiotique ? On 
admet que ces petites molecules tou jours presentes dans 
les fluides biologiques, ou encore sequestrees dans 
certaines structures lymphocy taires , pourraient 
constituer une premiere ligne de defense en attendant 
que les anticorps specif iques soient secretes (Nicolas, 
P. et al., 1995, Annual Rev. Microbiol. 49, 277-304). 
lis pourraient egalement participer au sein des 
macrophages, a la destruction des membranes plasmiques 
des organismes pathogenes . 

Quelque soit leur role exact, les peptides 
antibiotiques ont un interet considerable du fait de 
leur large spectre d' action et de la difficulte que les 
microorganismes ont a mettre en place des strategies 
d' inactivation. De ce fait de tres nombreuses recherches 
sont entreprises pour essayer de trouver de nouvelles 
molecules et d'obtenir des analogues plus performant que 
les peptides parents. II se peut que dans l'avenir, ces 
peptides antibiotiques soient appeles a remplacer les 
antibiotiques issus de bacteries ou de champignons . 
Ainsi les demandes de brevet internationales PCT 
publiees sous les numeros WO95/03325, WO96/37508 et 
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WO97/02287 decrivent une nouvelle classe de peptides 
ant ibio tiques , designes "protegrines" , isoles de 
leucocytes de pores ou encore prepares par synthese 
chimique ou par genie genetique et presentant des 
activites an t ibac t er i ennes , antivirales et 
antif ongiques . 

Actuellement, les peptides antibiotiques a 
feuillets p reunis par des ponts disulfures (defensines, 

protegrines, tachyplesines) sont particulierement 
etudies etant donne leur puissante activite 
antimicrobierine (bacteries, certains virus, champignons 
et parasites) . Dans cette famille, les protegrines et 
les tachyplesines sont certainement les molecules les 
plus prometteuses etant donne la simplicite de leur 
structure et la facilite relative de leur synthese. 

On designe sous le nom de protegrines un 
ensemble de cinq peptides designes PG-1, PG-2, PG-3 , 
PG-4 et PG-5 dont les sequences sont donnees ci-dessous, 
etroitement apparentes et isoles de leucocytes de pore 
(V.N. Kokryakov & col. FEBS lett . 327, 231-236) : 



PG-1 




. RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2 


PG-2 




: RGGRLC YCRRRFC ICV . . -NH2 


PG-3 




: RGGGLCYCRRRFCVCVGR-NH2 


PG-4 




: RGGRLC YCRGWI C FC VGR - NH 2 


PG-5 




: RGGRLCYCRPRFCVCVGR-NH2 


Les 


tachyplesines (Tamura, H. et al 



Chem. Pharm. Bui. Tokyo 41, 978-980), designees Tl, T2 
et T3 et les polyphenols ines (Muta, T., 1994, CIBA Found. 
Sym. 186, 160-174), designees Pi et P2 , dont les 
sequences sont donnees ci-dessous, sont des peptides 
homologues isoles de l'hemolymphe de deux crabes, 
Tachyplesus tridentatus pour les tachyplesines Tl, T2 et 
T3 et Limmulus polyphemus pour les polyphemusines PI et 
P2. 

PI : RRWCFRVCYRGFCYRKCR-NH2 
P2 : RRWCFRVCYKGFCYRKCR-NH2 
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Tl : KWCFRVCYRGICYRRCR-NH2 
T2 : RWC FR VC YRG I C YRKCR - NH 2 
T3 : KWCFRVCYRGICYKRCR-NH2 

Protegrines , tachyplesines et polyphemusines 
contiennent une forte proportion de residus ' basiques 
(lysines et arginines) et possedent quatre cysteines qui 
forment deux ponts disulfures paralleles. Ces trois 
families de peptides presentent egalement des homologies 
avec certaines defensines et en particulier avec la 
defensine humaine NP-1 (Kokryakov, V. N. et al . , 1993, 
Febs Let. 327, 231-236). 

Tachyplesines et protegrines possedent une 
structure tridimensionnelle voisine. II s'agit d'un 
feuillet (i antiparallele stabilise par les deux ponts 

disulfures. Ces ponts jouent un role important dans 
l'activite ant ibacterienne des protegrines et des 
tachyplesines. Leur suppression, soit en protegeant les 
groupements SH par des acetamidomethyles , soit en 
remplagant les cysteines par des alanines ou des 
glycines, conduit a des analogues pratiquement denues 
d'activite in vivo (Lehrer, R. I. et al . , 1996, Eur. J. 
Biochem. 240:352-357) . 

Comme indique precedemment , les protegrines 
et les tachyplesines ont une importante activite lytique 
sur les cellules procaryotes . Les travaux de recherche 
realises par la Demanderesse sur la cytotoxicity de ces 
peptides sur des cellules de mammifere en culture, ont 
permis de mettre en evidence, avant la mort des 
cellules, des quantites non-negligeables de protegrines 
et de tachyplesines dans le cytoplasme desdites 
cellules. II a ete envisage que la presence des peptides 
dans le cytoplasme pouvait resulter d'un transport par 
le biais de pores, mais ces pores ne sont permeables 
qu'aux ions et aux petites molecules et leur diametre 
est trop petit pour permettre le passage des peptides 
antibiotiques . II semblerait que les protegrines et 
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tachyplesines, en plus de perforer la membrane 
plasmique, soient capables de la traverser. 

II est connu que la cytotoxicity et 
l'activite antimicrobienne des protegrines et des 
tachyplesines sont dus a leur capacite de s'agreger a 
l'interieur de la membrane pour former des canaux 
multimeriques (Mangoni, M. et al . , 199 6, Febs Let. 383, 
93-98) . La Demanderesse a alors envisage que cette 
agregation soit reliee a la structure tertiaire de ces 
peptides antibiotiques qui comportent plusieurs residus 
cysteines, et des derives lineaires des protegrines et 
des tachyplesines dans lesquels les cysteines sont 
remplacees par divers acides amines naturels, ont ete 
synthetises. Ces peptides ont ete couples, par leur 
extremite N-terminale, a une molecule fluorescente ou a 
la biotine et la repartition de ces marqueurs a 
l'interieur de la cellule a ete observee par microscopie 
conf ocale . 

II a ainsi maintenant ete trouve que ces 
peptides sont non-toxiques et sans activite lytique mais 
sont par contre capables de traverser rapidement les 
membranes des cellules de mammi feres par un mecanisme 
passif . 

Ces derives lineaires des peptides 
antibiotiques constituent done un nouveau systeme de 
vectorisation de substances actives qui est non toxique. 

Par systeme de vectorisation, on entend 
selon 1' invention, un processus capable de transporter 
ladite substance active jusqu'a une cible, comme par 
exemple : 

- de faire traverser la membrane cellulaire 
a une substance active et de permettre la distribution 
de celle-ci dans le cytoplasme et/ou dans le 
compartiment nucleaire, 
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- d'amener une substance active au niveau 
d'un organe particulier, par exemple de faire franchir a 
cette substance active la barriere hemato-encephalique, 

- de forcer cette substance active a 
interagir specif iquement avec un type cellulaire donne, 
comme par exemple les hematies. 

La presente invention a done pour objet des 
peptides derives des peptides ant ibiotiques ou 
d' analogues de ceux-ci, caracterises en ce qu. 1 ils sont 
depourvus de pont disulfure. 

On entend par analogue de peptides 
antibiotiqueS; un peptide dont la sequence en acides 
amines a ete modifiee sans que cela n'entaine de 
modification dans les proprietes antibiotiques dudit 
peptide . 

L* absence de pont disulfure dans les 
peptides de 1 1 invention peut etre obtenue par tout moyen 
connu de I'homme du metier, comme par exemple : 

en supprimant ou en remplagant par 
d'autres acides amines les residus de cysteine de la 
sequence du peptide antibiotique, 

- en bloquant les groupes -SH des residus 
cysteines de fagon a ce qu'ils ne forment pas de pont 
disufure, 

des lors bien entendu que le peptide obtenu 
presente les proprietes de vectorisation sans toxicite 
pour les cellules decrites precedemment . 

Ces modifications peuvent etre realisees 
lors de la preparation des peptides de 1' invention, plus 
particulierement par synthese chimique ou par expression 
d'un gene codant pour ledit peptide, ou directement sur 
un peptide antibiotique par action d' agents chimiques 
permettant d'ouvrir et de bloquer les groupes -SH des 
residus de cysteine. 
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Les modifications ci-dessus concernent 
avantageusement tous les residus de cysteines du peptide 
antibiotique, mais des lors que la presence d'un unique 
residu de cysteine ne permet pas la formation de pont 
disulfure, les peptides de l 1 invention peuvent contenir 
une seule cysteine. Les peptides antibiotiques naturels 
presentent generalement 4 ou 6 residus de cysteine 
capables de former deux ou trois ponts disulfures, aussi 
dans les peptides de 1' invention, 1 ' une seulement de ces 
cysteines peut etre maintenue et les trois ou cinq 
autres sont modifiees ou bloquees. 

Les peptides antibiotiques dont derivent les 
peptides de 1 ' invention peuvent etre des defensines, des 
protegrines, des tachyplesines ou leurs analogues, dont 
les proprietes antibiotiques leur sont conferees par 
leur structure tertiaire resultant de la presence de 
ponts disulfures. 

Des peptides lineaire selon 1' invention 
repondent a l'une des formules suivantes : 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB ( I ) 

BBXXXBXXXBXXXXBBXB (II) 
qui peuvent etre aussi representees par la 

formule unique (III) suivante : 

B(XB)X(XB)X(XB)XX(XB)B(XB)XXX(XB) (XB)XB 

dans lesquelles : 

- les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residus d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 

- les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residus d'acide amine aliphatique ou 
aroma tique , 

ou sont constitues d'une sequence d'au moins 
5 et de preference d'au moins 7 acides amines successifs 
de l'une des formules (I) ou (II), des lors que cette 
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sequence presente les proprieties de vectorisation sans 
toxicite pour les cellules decrites precedemment . 

B et X peuvent etre des acides amines 
naturels ou non, y compris des acides amines de 
configuration D. 

On peut citer comme exemple, les 
significations de B et X suivantes : 

- B est choisi parmi I'arginine, la lysine, 
l'acide diaminoacet ique , l'acide diaminobutyrique , 
1 ' acide diaminopropionique , 1 1 ornithine . 

- X est choisi parmi la glycine, l 1 alanine, 
la valine, la norleucine, 1 1 isoleucine , la leucine, la 
cysteine, la cysteine Acm , la penicillamine, la 
methionine, la serine, la threonine, 1 ' asparagine , la 
glutamine, la phenylalanine, l'histidine, le 
tryptophane, la tyrosine, la proline, l'Abu, l'acide 
amino-l-cyclohexane carboxy 1 ique , l'Aib, la 2- 
aminotetraline carboxylique , la 4 -bromopheny lalanine , 
tert-Leucine , la 4 -chlorophenylalanine , la p- 
cyclohexylalanine, la 3 , 4-dichlorophenylalanine , la 4- 
f luorophenylalanine , 1 * homoleucine , la P-homoleuc ine , 
l'homophenylalanine, la 4-methylphenylalanine , la 1- 
naphtylalanine , la 2 -naphty lalanine , la 4- 
nitrophenylalanine, la 3-nitrotyrosine , la norvaline, la 
phenylglycine , la 3 -pyridy lalanine , la [2- 
thienyl ] alanine . 

L 1 invention concerne aussi des derives des 
peptides de formules (I) ou (II) comme lesdits peptides 
sous forme retro, ou des fragments des peptides de 
formules (I) ou (II) constitues de cinq et de preference 
sept acides amines successifs de l'une des formules (I) 
ou (II) . 
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Parmi les peptides de 1* invention, on peut 
citer plus particulierement ceux repondant aux formules 
suivantes : 

RXXRXUXURRRXUXUXXR - NH2 ( v > 

RRXUXRXUXRXXUXRRUR-NH2 ( VI ) 

dans lesquelles 

- U represente la serine ou la threonine, 

- R represente 1 ' arginine , et 

- les groupes X identiques ou differents 
representent un acide amines naturel ou non (y compris 
acides amines de configuration D) aliphatiques ou 
aromatiques, comme la glycine, l'alanine, la valine, la 
nor Leucine... 1 ' isoleucine , la leucine, la cysteine, la 
cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, la serine, 
la threonine, 1 ' asparagine , la glutamine, la 
phenylalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
la proline, 1 ' Abu , 1' acide amino-l-cyclohexane 
carboxylique, I'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique , 
la 4-bromophenylalanine , ter t-Leucine , la 4- 
chlorophenylalanine, la p-cyclohexy lalanine , la 3,4- 
dichl or ©phenylalanine, la 4- fluor ©phenylalanine , 
1 ' homoleucine , la (5-homoleucine , 1 1 homophenylalanine , la 
4-methylphenylalanine, la 1-naphtylalanine , la 2- 
naphtylalanine, la 4 -ni tropheny lalanine , la 3- 
nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine , la 3- 
pyridy lalanine , la [ 2 - thieny 1 ] alanine . 

Parmi les peptides de formules (I) et (II) 
ou leurs derives, 1' invention envisage a titre 
specifique ceux derives de protegrines et de 
tachyplesines rapportes dans les tableaux I et II ci- 
dessous . 
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Tableau I : derives de protegrines 



Code 


sequence 


Modification 


SM1738 


RGGRLSYSRRRFSVSVGR 


Tete de serie 


SM173 6 


rqqr 1 sys rrrfsvsvqr 


Aa de forme D de SM173 8 


SM1727 


RGVSVSFRRRSYSLRGGR 


Forme retro de SM173 8 


SM1739 


EGGELSYSEEEFSVSVGE 


Inversion de charge (R — > E) 


SM2187 


RGGRLAYRLLRFAI RVGR 


Augmentation du caractere 

tv\t-\Vi -i -r^ i~ Vl "1 m 1 A 
CLLll^jm. ^JCL L~.ll X V_4 Lit: 


<?M9 1 ft ft 


UUvjUAADUAAUDAAAUAO 


An rrm oni" a t* i An Hn pavapfovo 
/^.Liyilltill L.CI L- _L uu LalaLUcic 

hydrophobe 


SM2189 


RAARLGYRXXRFGZRVGR 


Augmentation du caractere 
amphipathicfue 


SM2194 


YRRRFSVSVR 


Partie C terminale de SM2193 


SM2195 


RRLSYSRRRF 


Partie N terminale de SM2193 


SM2193 


RRLSYSRRRFSVSVR 


Diminution de la 
flexibility (deletion G) 


SM2 1 96 


RGGFJL s y srrrf ststgr. 


Inh ibi t i on d ime r i s a t i on 


Tableau II : derives de tachyplesines 


Code 


Sequence 


Modification 


SM1726 


KWSFRVS YRG I S YRRS R 


Tete de serie 


SM2307 


RWSFRVSYRGISYRRSR 


Mutation K — > R 


SM2392 


rws f rvs yr g i syrr s r 


Aa de forme d (de SM23 07) 


SM2309 


kwsfrvsyrqisyrrsr 


Aa de forme d (de SM172 6) 


SM2310 


RSRRYS IGRYSVRFSWK 


Forme retro 


SM2190 


OBXBOXXBOGXOBXXOX 


Augmentation du caractere 
hydrophobe 


SM2191 


KWAFRVAYRGIRYLLRL 


Augmentation du caractere 
amphipathioue 


SM2192 


K YAWRVAHRG I RWLLRX 


Augmentation du caractere 
amphipathioue 



Dans les sequences des tableaux I et II ci- 
dessus, B represente la Napthylalanine , O represente 
1 'Ornithine, X represente la Norleucine et Z 

represente la Norvaline. 

L' invention concerne aussi 1 1 utilisation des 
peptides ci-dessus pour la vectorisation d 1 une ou 
plusieurs substances actives tant pour des applications 
therapeutiques que de diagnostic. A titre de substance 
active, 1 1 invention envisage notamment des proteines ou 
fragments de proteines, comme des polypeptides ou 
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peptides, des anticorps ou partie d'anticorps, des 
acides nucleiques et oligonucleotides ou des ribozymes, 
ou encore, bien entenu des molecules chimiques actives 
pour le traitement ou la prevention de pathologies 
5 humaines ou animales , comme par exemple et de maniere 

non limitative des anti tumoraux, des antiviraux, des 
agents anti-inf lammatoires , des agents empechant la 
degradation d'organes et/ou de tissus, etc... 

Dans le doraaine du diagnostic, la substance 
10 active peut etre un marqueur radioactif, un marqueur 

colore, ou tout autre moyen ou substance capable de 
reveler un metabolisme ou une pathologie. 

L' invention a done egalement pour objet des 
15 composes de formule (IV) suivante, ainsi que les 

compositions les contenant : 

(Y-^A-) (-Z) m w 

dans 1 aque lie 

20 - A represente un peptide lineaire derive 

d'un peptide antibiotique conforme a 1' invention, 

- Z represente une substance active, comme 
defini ci-dessus, 

- Y represente un agent signal, 

25 - n est 0 et ou plus, et avantageusement 0 

ou 1, 

- m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 
10 avantageusement jusqu'a 5. 

Ainsi, les composes de formule (IV) ci- 
30 dessus sont formes a partir d'un peptide de 1 ' invention 

couple a une ou plusieurs substances actives, identiques 
ou differentes, representees par le groupe (Z) dans la 
formule (IV) , et eventuellement un ou plusieurs agents 
de signal, representes par le groupe (Y) dans la formule 
35 (IV), ayant un role d'adressage du compose de formule 

(IV) vers un type cellulaire, un site ou compartiment de 
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la cellule ou un tissus particulier. Plus 
particulierement , 1 ' agent signal (Y) est un oligopeptide 
ou une proteine, comme un peptide signal, un signal de 
localisation nucleaire, un fragment d'anticorps, ou une 
molecule chimique ligand ou anti-ligand d'un recepteur . 

Dans une forme toute particuliere de 
realisation des composes de formule (IV) , le groupe (Y) 
est fixe au groupe (Z) . 

Le couplage, symbolise par les traits 
horizontaux dans la formule (IV) , peut etre realise par 
tout moyen de liaison acceptable compte tenu de la 
nature chimique, de 1 1 encombrement et du nombre de 
groupes (Z) et (Y) dans les composes de formule (IV) , 
comme des liaisons covalentes, hydrophobes ou ioniques , 
clivables ou non- c 1 ivables dans les milieux 
physiologiques . Le couplage peut etre effectue en 
n'importe quel site du peptide (A), dans lequel des 
groupements fonctionels tels que -OH, -SH, -COOH, -NH2 
sont naturellement presents ou ont ete introduits. 

L 1 invention envisage aussi la fixation de 
plusieurs groupes (Z) sur un meme site du peptide (A), 
soit directement, si ce site comporte plusieurs 
groupements f onctionnels , comme dans le cas d'une lysine 
C- ou N-terminale, soit indirectement via un groupe 
intermediaire portant plusieurs groupements reactionnels 
permettant d'y fixer plusieurs groupes (Z) . 

Les positions de couplage preferees pour la 
substance active sont au niveau des extremites N- 
terminale ou C-terminale ou bien au niveau des 
groupements amines primaires portes par les chaines 
laterales des lysines du peptide (A) . Dans le cas ou 
l'on utilise l'extremite C-terminale du peptide (A) pour 
accrocher la substance active (Z), l'extremite N- 
terminale est disponible pour le couplage eventuel a un 
agent signal (Y) permettant l'adressage du compose de 



WO 99/07728 



14 



PCT/FR98/0i757 



1' invention soit vers le noyau, soit encore vers un type 
tissulaire particulier. 

En effet, par exemple dans le cas du 
couplage a 1' extremite C-terminale d'un peptide lineaire 
de 1' invention, d'une substance active constitute par un 
marqueur fluorescent, ou de la biotine, ou encore d'une 
molecule medicamenteuse telle que la doxorubicine , le 
complexe covalent peptide-drogue apres administration 
se repartit dans le cytoplasme de la cellule cible. II 
est possible d ' amener ce complexe dans le compartiment 
nucleaire en couplant a 1' extremite N-terminale du 
peptide une courte sequence basique, par exemple 
d' environ 7 acides amines, correspondant a un signal de 
localisation nucleaire. Dans ces conditions, la biotine 
ou la doxorubicine se retrouvent dans le noyau de la 
cellule. 

De la meme maniere, il est possible de 
vectoriser une drogue vers un type cellulaire donne, en 
ajoutant a l 1 extremite N-terminale du peptide lineaire 
de 1' invention couple a son extremite C-terminale a un 
medicament, une sequence peptidique capable de 
reconnaitre specif iquement un determinant present a la 
surface de type cellulaire. Ainsi, le pentadecapeptide 
<XM2 (Swolapenko, G. B. et al., 1995, The Lancet 346, 

1662-65) synthetique, fragment d ' un anticorps 
monoclonal, dirige contre un antigene exprime par les 
cellules de cancer du sein (Tumour Associated Antigen 
Polymorphic Epithelial Mucin) , conserve une bonne 
af finite pour ces cellules. II est done possible en 
associant aM2 a un ensemble peptide lineaire-medicament , 
d' amener cet ensemble pref erent iellement vers les 
cellules qui expriment la caracteristique antigenique 
liee au cancer mammaire. 

Les composes de formule (IV) peuvent etre 
prepares par synthese chimique ou en utilisant des 
techniques de biologie moleculaire. 
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On peut utiliser pour les syntheses 
chimiques des appareils commerc iaux permettant 
d ' incorporer des acides amines non-naturels, tels que 
les enantiomeres D et des residus ayant des chaines 
laterales ayant des hydrophobic! tes et des encombrements 
differents de ceux de leurs homologues naturels. Au 
cours de la synthese, il est evidemment possible de 
realiser un large eventail de modifications, par exemple 
introduire sur le N-terminal un lipide (prenyl ou 
myristyl) de fagon a pouvoir ancrer le peptide de 
1 ' invention et done le compose de formule (IV) a une 
membrane lipidique telle que celle d'un liposome 
constitue de lipides charges posit ivement . II est 
egalement possible de remplacer une ou plusieurs 
liaisons peptidiques (-CO-NH-) par des structures 
equivalentes comme -CO-N (CH3 ) - , -CH 2 -CH 2 -, -CO-CH 2 -, ou 
bien d 1 intercaller des groupes comme -CH 2 -, -NH-, -O- . 

On peut egalement obtenir les composes de 
formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique a 
partir d'une sequence d'acide nucleique codant pour 
celui-ci. La presente invention a aussi pour objet une 
molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
une sequence nucleique codant pour un peptide lineaire 
derive de peptide antibiotique . Plus particulierement 
1 • invention concerne une molecule d'acide nucleique 
comprenant au moins une sequence codant pour un compose 
de formule (IV) ou une partie de celui de nature 
proteique. Ces sequences d 1 acides nucleiques peuvent 
etre des ADN ou ARN et etre associees a des sequences de 
controle et/ou etre inserees dans des vecteurs. Le 
vecteur utilise est choisi en fonction de l'hote dans 
lequel il sera transfere; il peut s * agir de tout vecteur 
comme un plasmide. Ces acides nucleiques et vecteurs 
sont utiles pour produire les peptides lineaires et les 
composes de formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature 
proteique dans un hote cellulaire. La preparation de ces 
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vecteurs ainsi que la production ou 1 ' expression dans un 
hote des peptides lineaires ou des composes de formule 
(IV) peuvent etre realisees par les techniques de 
biologie moleculaire et de genie genetique bien connues 
de l'homme du metier. 

A titre d'exemple, un tel procede de 
production d'un peptide selon 1 1 invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique ou un vecteur contenant ladite molecule dans 
un hote cellulaire, 

- a cultiver ledit hote cellulaire dans des 
conditions permettant la production du peptide, 

- a isoler, par tous moyens appropries les 
peptides de 1 ' invention . 

L'hote cellulaire mis en oeuvre dans ce type 
de procede peut etre choisi parmi les procaryotes ou les 
eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les 
levures , les cellules de mammiferes, de plantes ou 
d'insectes. L 1 invention concerne done aussi les cellules 
transformees exprimant les peptides lineaires ou les 
composes de formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature 
proteique . 

L ' invention se rapporte aussi : 

aux compositions pharmaceutiques 
comprenant comme principe actif au moins un compose de 
formule (IV) eventuellement associe a un vehicule ou 
support acceptable . 

- aux agents de diagnostic constitues d'au 
moins un compose de formule (IV) . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront dans la description qui suit se 
rapportant a la preparation de composes de formule (IV) 
ainsi qu 1 aux travaux de recherche ayant mene a la mise 
en evidence des proprietes de vectorisation des peptides 
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lineaires de 1' invention derives de peptides 
antibiotiques . 

Exemple 1 : Fixation de la biotine et de la 
doxorubicine sur des analogues lineaires de peptides 
antibiotiques . 

1 ) Preparation des peptides lineaires . 

Les trois peptides de sequences ci-dessous 
ont ete synthetises : 

RGGRLXYXRRRFXVXVGR-NH2 
RRWXFRVXYRGFXYRKXR- NH2 
KWXFRVX YRG IXYRRXR -NH2 

dans lesquels X represente les residus 
serine, threonine ou alanine. 

Ces peptides derivent repect ivement des 
sequences de le protegrine PG-1 de formule : 

RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2 , 

de la tachyplesine 1 de formule : 

KWCFRVCYRGICYRRCR-NH2 , 

de la polyphemusine de formule : 

KWXFRVXYRG IXYRRXR -NH 2 . 

Ces trois peptides peuvent etre prepares 
indif f eremment soit a partir d'une chimie BOC, soit a 
partir d'une chimie FMOC, par des procedes classiques de 
synthese en phase solide ou homogene . 

2) Fixation de la biotine sur les peptides 

lineaires . 

Le peptide est synthetise en phase solide et 
apres incorporation de 1 ' arginine N-terminale on ajoute 
l'acide 5-aminopentanoique . Le Fmoc ou le Boc N- 
terminal est enleve et on fait reagir sur le peptide 
tou jours accroche a la resine le N-hydroxy succimido 
ester de la biotine dans le dime thy 1 formamide . Apres 15 
heures de reaction a temperature ambiante, le peptide 
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biotinile est coupe du support par action de 1 * acide 
trif luoroacetique ou de 1' acide f luorohydrique selon des 
protocoles bien etablis dans la chimie des peptides. Le 
peptide est ensuite purifie par chromatographie liquide 
5 a haute pression. 

3 ) Fixation de la doxorubicine sur un 
pe ptide lineaire 

Pour fixer la doxorubicine, on synthetise en 
10 phase solide le peptide de formule : 

RGGRLXYXRRRFXVXVGR-NH2 

Apres clivage du support de purification, le 
peptide est traite par 1 * anhydre glutarique en presence 
de triethylamine . Le peptide est alors purifie et le 

15 groupement -COOH porte par le glutaryl en N- terminal est 

active par le melange diisopropylcarbodiimide et 1- 
hydroxybenzotriazole . Apres deux heures de reaction a 
temperature ambiante, de la doxorubicine est ajoutee et 
le melange est agite pendant 12 heures a 0°C. L 1 ensemble 

20 peptide-doxorubicine est alors purifie par 

chromatographie liquide a haute pression. 

Exemole 2 : Capacite des peptides lineaires 
de 1 ' invention a passer les membranes de cell ules. 

25 

1) Modeles cellulaires . 

La capacite des peptides a passer les 
membranes a ete testee sur divers types cellulaires 
(MCF7, MCF7R, HL60, HL60R, HeLa) . 
30 Les cellules sont cultivees sur RPMI 1640 

(Gibco) auquel on ajoute 10% (v/v) de serum veau foetal, 
2mM glutamine and 2mM penicilline/streptomycine, a 37 °C. 
3 0 000 cellules sont ensemencees dans des chambres Lab 
Tek et cultivees pendant 1 jour. 
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2 ) Traitement par les peptides lineaires- 
biotine prepares conformement a 1 1 exemple 1 (2) . 

Les cellules sont incubees dans de l'Opti- 
Mem (Gibco) pendant une heure avant d'etre traitees 
pendant des temps variables avec les peptides marques a 
la biotine . 

Ces derniers sont obtenus conformement a 
1' exemple 1(2) en traitant 1 equivalent de peptide 
lineaire par 2 equivalents d'ester de N- 
hydroxysuccinimide de la biotine, puis purifie par 
chromatographie liquide a haute pression. 

Les cellules sont ensuite fixees avec une 

solution a 3.7% de paraformaldehyde pendant 5 minutes a 

25°C, puis rincees trois fois avec du PBS. Elles sont 

ensuite permeabilisees par du Triton 0.1% (1 min, 

temperature ambiante) . Apres trois ringages au PBS, les 

cellules sont incubees 10 min avec 200 ul d'anticorps 

erne 

TexRed dilue au 3 00 et rincees trois fois au PBS. Les 
lames sont enfin montees avec une solution Mowiol-Dabco 
et observees au photomicroscope Axiophot . 

3 ) Traitement par les peptides lineaires- 
doxorubicine prepares conformement a 1* exemple 1 (3) . 

Les cellules sont incubees pendant 15 
minutes, puis rincees avec du PBS et ensuite la 
doxorubicine presente dans la cellule est dosee par 
chromatographie . 

4 ) Resultats . 

a) Parmi les peptides etudies, ceux qui 
passent le plus facilement les membranes sont ceux 
repondant aux formules suivantes : 

RXXRXUXURRRXUXUXXR-NH2 (V) 

RRXUXRXUXRXXUXRRUR-NH2 (VI) 

dans lesquelles 

- U represente la serine ou la threonine, 
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- R represente l'arginine, et 

- les groupes X identiques ou differents 
representent un acide amines naturel ou non (y compris 
acides amines ,de configuration D) aliphatiques ou 
aromatiques, comme la glycine, 1' alanine, la. valine, la 
norleucine, 1 1 isoleucine , la leucine, la cysteine, la 
cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, la serine, 
la threonine, 1 ' asparagine , la glutamine, la 
phenylalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
la proline, 1 ' Abu , 1' acide amino- 1-cyclohexane 
carboxylique, ^Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, 
la 4-bromophenylalanine , ter t-Leuc ine , la 4- 
chlorophenylalanine, la p-cyclohexylalanine , la 3,4- 
dichlorophenylalanine , la 4 - f luorophenylalanine , 
1 1 homoleucine , la p-homoleucine , 1 1 homophenylalanine , la 
4-methylphenylalanine, la 1-naphtylalanine , la 2- 
naphtylalanine , la 4 -ni trophenylalanine , la 3- 
nitro tyros ine, la norvaline, la phenylglycine , la 3- 
pyr idy lalanine , la [ 2 - thienyl ] alanine , 

b) Les resultats des experiences menees avec 
la doxorucine montrent une augmentation significative de 
la concentration plasmique et nucleaire en doxorubicine 
lorsque celle-ci est couplee au peptide lineaire de 
1* invention par rapport a 1 ' utilisation de doxorubicine 
seule . 

c) Les experiences avec la biotine ont ete 
effectuees plus particulierement sur des cellules MCF7 
traitees a differents temps par un complexe biotine- 
peptide de 1' invention de formule : 

biotine-RGGRLSYSRRRFSVSVGR-NH2 

Ces travaux ont donne lieu a des cliches 

(non representes) : 

- Controle dans lequel la cellule a ete 

traitee avec la biotine seule. 
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- Traitement de la cellule pendant 2 minutes 
avec un complexe bio t ine-peptide lineaire de 
1 ' invention. 

Traitement de la cellule pendant 30 
minutes avec un complexe biotine-peptide lineaire de 
1 ' invention . 

On observe dans ces cliches que la biotine 
seule ne rentre pas dans la cellule et s'accumule 
faiblement autour de celle-ci. A 1' inverse, avec le 
complexe de 1* invention, on constate que la biotine est 
entrainee rapidement par le peptide lineaire de 
1 1 invention a 1 1 interieur de la cellule ou elle est 
presente dans le cytoplasme et dans le noyau de la 
cellule. 

Exemnle 3 : Capacite d' internali sation des 
peptides lineaires de 1' invention . 

Des peptides lineaires de 1 1 invention 
derives de Protegrines et Tachyplesines ont ete testes 
sur differentes lignees cellulaires, dans le but 
d'evaluer leur internalisation respective. 

1) Conditions Exoerimentales . 

Les cellules sont ensemencees a environ 10^ 
cellules par puits, 24 h avant 1' addition des peptides 
biotinyles. Elles sont alors a 60-80% de confluence le 
jour de 1 ' experience . Les peptides biotinyles sont 
incubes avec les cellules a la concentration de 10uM, 
pendant 15 minutes, a 37°C dans une atmosphere a 95% 
d'humidite et 5% de C02 dans un milieu OptiMem, . Les 
cellules sont lavees trois fois avec du PBS a 
temperature ambiante puis sont fixees a la formaline 
(3,7% de formaldehyde dans PBS, 10 min a temperature 
ambiante) . Elles sont ensuite lavees avec du PBS et 
permeabilisees pendant 15 min avec du PBS-TritonX-100 . 
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La revelation est faite avec de la streptavidine-Texas- 
Red pendant 15 min a l'abri de la lumiere et les 
cellules sont ensuite montees entre lame et lamelle. 
Elles sont observees en microscopie a fluorescence, et 
comparees a un temoin positif (Ap43-58), bien decrit 
dans la litterature, et a un temoin negatif . 

Les noyaux des cellules ont ete colores avec 

du Hoechst. 

2 ) Lianees rellulaires . 

Toutes les lignees testees sont d'origine 
humaine et ont ete obtenues commercialement aupres de 
1 ' ATCC . 

Lignees noxi uumui a. _l o . — ' 
(fibroblaste de poumon) , HuVeC ( endotheliale , cordon 
ombilical) . 

Lignees tumorales : HT2 9 (carcinome du 
colon) , HepG2 (hepatoblastome ) , A172 (glioblastome ) t 

HMCB (melanome) . 

Les cellules sont cultivees a 37°C dans une 
atmosphere a 95% d' humidite et 5% de C02 . Le milieu de 
culture est celui recommande par l'ATCC. 

3 ) Peptides testes . 

Les deux series de peptides testees sont 
celles des tableaux I et II . 

4) Resultats . 

Les resultats d' internalisation sont montres 
dans les tableaux III et IV ci-dessous. Les peptides 
penetrent dans les cellules avec differents degres 
d' internalisation. Certains (tels que SM1739 et SM2190) 
ne sont pas internalises alors que d'autres (tels que 
SM2307, SM2187, etc..) penetrent avec une bonne 
efficacite. Nous avons aussi observe que certains 
peptides penetrent beaucoup plus dans un type cellulaire 
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que dans d'autres . Par exemple, le SM2196 a une 
meilleure internalisation dans les cellules tumorales 
(HepG2, A172, et HT29) que dans les cellules non 
tumorales (MRC5 et HuVeC) . A 1' inverse, le peptide 
SM173 8 penetre beaucoup plus dans les lignees non 
tumorales que dans les lignees tumorales . Ces resultats 
suggerent qu'il y aurait un tropisme cellulaire. 

De maniere generale, il apparait que la 
forme retro des tetes de serie ne modifie pas de fagon 
significative 1 ' internalisation . L ' augmentation de 
1 ' hydrophobie a un effet negatif, pour les deux families 
de peptides testees. II convient done eviter d'augmenter 
1 ' hydrophobie . En revanche, une augmentation de 
1 ' amphipathie semble avoir un effet positif, au moins 
pour la famille Protegrine. 



Tableau III : derives de protegrines 





HepG2 


A172 


HMCB 


HuVeC 


MRC5 


HT2 9 


Internalisation 


SM1738 


+ 


+ 




+++ 


+++ 




reference 


SM1727 


0 


++ 


+ + 


+++ 


+ 


+ 


pas d' effet 
sionif icatif 


SM173 6 


++ 




+++ 


++++ 


++++ 


+ 


pas d' effet 
sicrnif icatif 


SM1739 


0 




+ 


0 


0 


0 


effet negatif 


SM2187 


4- + + 


+++ 


+ •+* + + 


+++ 


+++ + 


++ + 


effet positif 


SM2189 


+ + + 


+ + 


+++ 


++ 


++++ 




effet positif 


SM2188 


0 


0 


0 


++ 


0 


0 


effet negatif 


SM2193 




++ 


++ + 


++ 


0 


0 


effet necratif 


SM2194 


0 


+ 


+++ 


+ 


+ 


0 


effet neqatif 


SM2195 


++++ 


0 


+ + + 






++++ 


contradictoire 


SM2196 


++++ 


++++ 


++ 






++++ 


tropisme 



Les photos de microscopie a fluorescence de 
1 1 internalisation sont presentees aux figures 1 et 2 . 
Dans les lignees A172 et HT29, le . peptide SM 1738, 
presente a titre d' exemple, apparait localise 
majoritairement dans le cytoplasme et dans une zone 
perinucleaire . Dans le cas de la lignee HuVec, le 
peptide a une localisation majoritairement 
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cy toplasmique . La colonne de gauche correspond a la 
coloration du noyau par Hoechst. 

Tableau II : derives de tachyplesines 





HepG2 


A172 


HMCB 


HuVeC 


MRC5 


HT29 


Internal i sat ion 


SM172 6 


+++ 


+ 


+ + +++ 


+++ 


+ + + 


+++ 


reference 


SM2310 


nd 


++ 


++ + + 


+++ 


++ 


+++ 


pas d'effet 


SM2309 


nd 


++++ 


■f + 


++ 


++ + + 


++++ 


nd 


SM2191 


++ 


++ 


++ 


nd 


+ + + 


+++ 


pas d'effet 


SM2192 


+ 


+++ 


+++ + 


+++ 


+ +++ 


++ 


pas d'effet 


SM2190 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


effet necjatif 


SM2307 


nd 


+++++ 


+++++ 


++++ 


++++ 


+++++ 


effet positif 


SM2392 


nd 


+++ 


++++ 


++. 


+++ 


++++ 


pas d'effet 



nd : non determine 

Lies plxotos de I 1 interna lis at i on sont 



presentees aux figures 3 et 4 en annexe. Pour les 3 
lignees cellulaires presentees (A172, HT29, HuVeC) , le 
10 peptide biotinyle est localise dans le cytoplasme de 

fagon diffuse et marque egalement de fagon nette le 
nucleole. La colonne de gauche correspond a la 
coloration du noyau par Hoechst . 

15 Exemole 4 : Int ernalisat ion de la 

doxorubicine vectorisee . 

Les cellules sont ensemencees a environ 10^ 
cellules par puits, 24 h avant 1' addition des produits. 

20 Elles sont alors a 60-80% de confluence le jour de 

1 ' experience . La doxorubicine libre d'une part, ou la 
doxorubicine couplee au vecteur SM1738 d' autre part, 
sont incubes avec les cellules MCF7 a la concentration 
de 10 uM* pendant 60 minutes, a 37 °C dans une atmosphere 

25 a 95% d'humidite et 5% de C02 dans le milieu de culture. 

La localisation subcellulaire de la doxorubicine, 
naturellement f luorescente , a ete determinee par 
microscopie confocale. Les resultats sont presentes a 
la figure 5 en annexe. La localisation est pour partie 
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cytoplasmique et pour partie nucleaire. Le noyau est 
alors marque de fagon diffuse. 

Dans les sequences peptidiques rapportees 
ci-dessus, les acides amines sont representees par leur 
code a une lettre, mais ils peuvent etre aussi 
representees par leur code a trois lettres selon la 
nomenclature ci-dessous . 



A 


Ala 


alanine 


c 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E. 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


TT 

H 


TT ~ — , 

HIS 


his t ldine 


I 


lie 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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REVENDI CATIONS 

1) Peptide derive d'un peptide antibiotique 
ou d'un analogue de celui-ci, caracterise en ce qu'il 

5 est depourvu de pont disulfure. 

2) Peptide derive d'un peptide antibiotique 
ou d'un analogue de celui-ci, caracterise en ce que tous 
les residus cysteines, eventuellement sauf un, sont 

10 supprimes , remplaces par un autre residu d' acide amine 

ou bloques au niveau de leur groupe SH. 

3) Peptide lineaire selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 2, caracterise en ce qu'il repond 

15 a l'une des formules suivantes : 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB ( I ) 

BBXXXBXXXBXXXXBBXB ( II ) 

dans lesquelles : 

- les groupes B, identiques ou differents, 
20 representent un residu d'acide amine dont la chaine 

laterale porte un groupement basique, et 

- les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aroma tique, 

25 ou en ce qu'il est constitue d'une 

succession d'au moins 5, et de preference d'au moins 7 
acides amines successifs de l'une des formules (I) ou 
(ID . 

30 4) Peptide lineaire selon la revendication 

3, caracterise en ce que les groupes B sont choisis 
parmi I'arginine, la lysine, l'acide diaminoacetique , 
1 ' acide diaminobutyrique , 1 ' acide diaminopropionique , 
1 ' ornithine . 
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5) Peptide lineaire selon 1 ' une des 

revendications 3 a 4, caracterise en ce que les groupes 

X sont choisis parmi la glycine, 1' alanine, la valine, 

la norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la cysteine, la 
A.cm 

5 cysteine , la penicillamine, la methionine, la serine, 

la threonine, 1 ' aspar agine , la glutamine, la 
phenylalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
la proline, 1 1 Abu , I'acide amino- 1-cyclohexane 
carboxylique, l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique , 
10 la 4 -bromopheny lalanine , tert-Leucine, la 4- 

chlorophenylalanine , la p-cyclohexylalanine , la 3,4- 

dichlor ©phenylalanine , la 4 - f luo ropheny lalanine , 
1 ' homo leucine, la p-homoleucine, 1 ' homophenylalanine, la 

4-methylphenylalanine , la 1-naphtylalanine , la 2- 

15 naphty lalanine , la 4-ni tropheny lalanine , la 3- 

nitrotyrosine , la norvaline, la phenylglycine , la 3- 
pyridylalanine, la [ 2- thienyl] alanine . 

6) Peptide lineaire selon 1 1 une quelconque 
20 des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il repond 

a 1 ' une des f ormules suivantes : 

RXXRXUXURRRXUXUXXR-NH2 (V) 
RRXUXRXUXRXXUXRRUR-NH2 (VI) 
dans lesquelles 

25 - U represente la serine ou la threonine, 

- R represente l'arginine, et 

- les groupes X identiques ou differents 
representent un acide amines naturel ou non, y compris 
acides amines de configuration D, aliphatiques ou 

30 aromatiques, comme la glycine, 1* alanine, la valine, la 

norleucine, 1 * isoleucine, la leucine, la cysteine, la 
Acm 

cysteine , la penicillamine, la methionine, la serine, 
la threonine, 1 1 asparagine , la glutamine, la 
phenylalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
35 la proline, 1 1 Abu , I'acide amino- 1-cyclohexane 

carboxylique, l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, 
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la 4 -bromopheny lalanine , tert-Leucine ( la 4- 
chlorophenylalanine, la p-cyclohexylalanine , la 3,4- 
dichloropheny lalanine , la 4 - f luoropheny lalanine , 
1 'homoleucine, la (3 -homo leucine , 1 ' homopheny lalanine, la 
5 4-methylphenylalanine, la 1-naphtylalanine, la 2- 

naphtylalanine , la 4 -ni tr ophenylalanine , la 3- 
nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine , la 3- 
pyridy lalanine, la [ 2-thienyl] alanine . 

10 7) Peptide lineaire selon l'une quelconque 

des revendications 1 a 6, de sequences suivantes : 
RGGRLSYSRRRFSVSVGR , 
RGVSVSFRRRSYSLRGGR , 
EGGELSYSEEEFSVSVGE , 
1 5 RGGRLAYRLLRFAIRVGR , 

OGGOXXBOXXOBXXXOXG , 
RAARLGYRXXRFGZRVGR , 
YRRRFSVSVR, 
RRLSYSRRRF , 
20 RRLSYSRRRF SVSVR , 

RGGRLSYSRRRFSTSTGR , 

ou B represente la Napthylalanine , O 
represente 1' Ornithine, X represente la Norleucine et Z 
represente la Norvaline. 

25 

8) Peptide lineaire selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6, de sequences suivantes : 
KWSFRVSYRGISYRRSR , 
RWSFRVSYRGISYRRSR , 
30 RSRRYSIGRYSVRFSWK, 

OBXBOXXBOGXOBXXOX , 
KWAFRVA YRG I RYLLRL , 
KY AWRVAHRG I RWLLRX 

ou B represente la Napthylalanine, O 
35 represente 1' Ornithine, X represente la Norleucine et Z 

f represente la Norvaline, 
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9) Utilisation d'un peptide antibiotique ou 
d'un analogue de celui-ci, depourvu de pont disulfure, 
pour vectoriser des substances actives dans un 
organisme. 

10) Utilisation d'un peptide selon 1 1 une 
quelconque des revendications 1 a 8, pour vectoriser des 
substances actives dans un organisme. 

11) Compose de formule (IV) suivante : 

( Y4-jt — (-A-) ^Z) m 

11 111 (IV) 

dans laquelle 

- A represente un peptide lineaire derive 
d'un peptide antibiotique ou d'un analogue de celui-ci, 

- Z represente une substance active, 

- Y represente un agent signal, 

- n est 0 et ou plus, et avantageusement 0 

ou 1, 

- m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 
10 , avantageusement jusqu 1 a 5 . 

12) Compose de formule (IV) dans laquelle A 
est definie comme dans l'une quelconque des 
revendications 1 a 8 . 

13) Compose selon l'une des revendications 
11 ou 12, caracterise en ce que le couplage entre le 
peptide lineaire (A) et le groupe (Z) ou les groupes (Z) 
et (Y) est realise par une ou plusieurs liaisons 
covalentes , hydrophobes ou ioniques . 

14) Compose selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 13 , caracterise en ce que l'une au 
moins des substances actives (Z) est fixee par une 
liaison covalente soit aux extremites N-terminale ou C- 
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terminale, soit au niveau des groupements amines 
primaires portes par les chaines laterales des lysines, 
du peptide lineaire (A) . 

15) Compose selon 1 ' une quelconque des 
revendications 11 a 14, caracterise en ce qu*au moins un 
agent signal (Y) , s'il est present, est fixe par une 
liaison covalente a l'extremite N- terminale du peptide 
lineaire (A) . 

16) Composition pharmaceutique caracterise 
en ce qu'elle comprend comme principe actif au moins un 
compose de formule (IV) selon 1 1 une quelconque des 
revendications 11 a 15. 

17) Un agent de diagnostic constitue d'au 
moins un compose de formule (IV) selon l'une quelconque 
des revendications 11 a 15. 
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